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I, Einleitung und Kulturmethode. 
Bildung freier organischer Siuren durch Pflanzen ist seit langem 
bekannt. 0. Warburg’) u. a. zeigte, daB Ansammlung und Ver- 
schwinden der Apfelsiiure bei Crassulaceen wesentlich von AuBen- 





*) en Unters. aus dem Bot. Institut Tiibingen 1886, II 54.’ 
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bedingungen (Sauerstoff, Licht, Wirme) beeinfluBt wird. Die Siure- 
bildung in Pilzkulturen verfolgte dann genauer Wehmer!*'5), weiterhin 
auch Buchner und Wiistenfeld’), Elfving®), Currie*), Butke- 
witsch*), Suhr’) u. a. Hier sind es Oxal- und Citronensiure, 
welche voriibergehend reichlich angehiiuft werden und gleichfalls als 
unvollstiindiges Oxydationsprodukt des verarbeiteten Zuckers anzusehen 
sind. Von weiteren durch Fadenpilze gebildeten Siiuren wurden dann 
spiter noch insbesondere Fumarsiure [Wehmer”)] und Glucon- 
siure {Molliard’’), Falck u. Kapur’)] bekannt. 

Besonders Citronensiiure war bereits Gegenstand zahlreicher 
Arbeiten, doch fehlen annehmbare Theorien iiber den Chemismus der 
Siiureentstehung bislang. Versueche einer Deutung ihres Auftretens sind 
zwar wiederholt gemacht; so betrachten Wehmer’’), Currie®), Elfving’) 
sie, gleich der Siiure der Fettpflanzen als ein auf melir oder weniger 
verwickeltem Wege entstandenes Oxydationsprodukt des Zuckers, wiih- 
rend Mazé und Perrier") sie aus EiweiBstoffen ableiten, was auch 
neverdings Kostytschew'") wieder hervorhebt. Buchner u. Wiisten- 
feld') erinnern an Parasaccharinsiure als mdgliches Zwischen- 
produkt und letzthin deuten Franzen und Schmitt’) auf Ketipin- 
siure. Einen Fortschritt brachten die Arbeiten von Molliard'’) und 
Falck und Kapur’) insofern, als hierdurch Gluconsiure als Mutter- 
substanz der Citronensiiure wahrscheinlich gemacht wurde. Fiir die 
Erklirung des Bildungsvorganges ist freilich auch damit nicht viel ge- 
wonnen, ein direkterZusammenhang dieser beiden Siiuren ist nicht zu sehen. 

Zu meinen Versuchen dienten zwei Aspergillus niger-Formen: 
Asperg. japonicus = Pilz IV (citronengelbes Myzel, schwarze Sporen) 
und Asperg. cinnamomeus = Pilz II (weiBes Myzel, rehbrauue Sporen), 
beide Pilze wurden mit anderer Fragestellung bereits von Wehmer****) 
und Suhr") bearbeitet. In der Kulturmethode wich ich grundsitzlich 
von der sonst iiblichen ab. Es wurden nicht Sporenaussaaten verwandt, 
sondern (soweit nichts anderes vermerkt ist) junge fertige Pilz- 
decken*) [mach Elfving®)], die stets auf je 100 ccm der gleichen 
Nihrlésung (5°/, Rohrzucker, 0,5°/, Ammoniumsulfat, 0,25°/, primiires 
Kaliumphosphat, 0,12°/, Magnesiumsulfat, kryst.) gewachsen waren. Als 
KulturgefiBe dienten Erlenmeyerkolben (Thiiringer Glas) von 300 cei 
Inhalt. Die Héhe der Fliissigkeitsschicht betrug etwa 2cm und der 
Oberflichendurchmesser 8em. Die Kulturen (mit je 1eem Sporenemul- 
sion geimpft) wurden bei 34—36° im Thermostaten unter Lichtabschlul 
gehalten. Nach 2-—3 Tagen bilden sich unter solechen Bedingungen 
gleichmiibige zusammenhingende Decken. Zu diesem Zeitpunkt wurde 





oA) 


*) Auf die Mitteilungen von Bernhauer (Biochem. Zs. Bd. 172, 
S. 296 (1926), die auch Versuche mit fertigen Pilzdecken bringen, 
konnte hier nicht eingegangen werden, da meine im Jahre 1923 be- 
gonnene Arbeit schon zu friiherer Zeit (Januar 1926) abgeschlossen wurde. 
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die urspriingliche Nahrlésung abgegossen, mit sterilem Wasser nach- 
zespiilt und die gleiche Menge meiner Versuchsfliissigkeiten cingefiihrt, 
welche lediglich die zu priifenden C-Verbindungen, doch keinerlei Nihr- 
salze enthielten. Einfliisse von seiten dieser Salze waren demnach aus- 
seschlossen, soweit man von den innerhalb der Decken und der Pilz- 
fiden vorhandenen Spuren absieht. Ferner wurden auf diese Weise 
immer moglichst gleichmiBige unter denselben Bedingungen gewachsene 
Pilzdecken erzielt, was besonders bei Priifung auf Siiurebildung aus 
solehen C-Verbindungen, auf denen der Pilz schlecht wiichst, wesentlich 
ist, auch fillt der stérende EinfluB der Nahrsalze beim Nachweis kleiner 
Siuremengen fort. Es sind also im ganzen durchsichtigere Verhiltnisse 
geschafien. 


Il. Theoretiseher Teil. 


A. Abhangigkeit der Saurebildung von den gebotenen 
C-Verbindungen. 

Zur Klarung des bildungsvorganges der Citronensiiure 
schienen mir gerade Untersuchungen iiber ihre Beziehungen 
zur urspriinglichen Muttersubstanz von Interesse. Wir wissen 
bislang nur, daB als solche einige Zuckerarten in Frage 
kommen, als am besten geeignet sind allgemein Saccharose 
und Glucose bekannt. AuBerdem ist ihre Entstehung aus 
Glycerin [Mazé und Perrier’), Wehmer”)] und in kleinen 
Mengen auch aus Arabinose und Mannit [Butkewitsch‘)| 
nachgewiesen. Nach Herzog und Polotzky®) werden durch 
Citromyces noch einige andere Kohlenhydrate (Maltose, 
Fructose, Galaktose, Mannose) in Citronensiure um- 
gesetzt; diese kurze ,,Vorlaufige Mitteilung’ enthalt aber 
keinerlei Angaben iiber Kulturbedingungen, Identifizierung und 
Bestimmungsmethode; eine ausfiihrliche Arbeit hieriiber ist von 
den Verfassern meines Wissens nicht erschienen. 

Beim Vergleich einer groBen Zahl von Stofien stellte ich 
fest, dab zur Bildung von Citronensiiure nur Verbindungen 
mit 3, 5 und 6 C-Atomen geeignet sind, wihrend Substanzen 
mit 4 oder 7 C-Atomen solche nicht lieferten. Dabei ist 
wohl mit Recht vorausgesetzt, daB Siiure nur da entsteht, wo 
sie wirklich nachweisbar ist; es ist das um so wahrschein- 
licher, als mein Versuchspilz (Pilz IV) vor seinen Verwandten 
dadurch ausgezeichnet ist, dab er bei gleichzeitiger Anwesen- 

35° 
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bedingungen (Sauerstoff, Licht, Wiirme) beeinflu8t wird. Die Siure- 
bildung in Pilzkulturen verfolgte dann genauer Wehmer!*'5), weiterhin 
auch Buchner und Wiistenfeld’), Elfving®), Currie), Butke- 
witseh*), Suhr’) u. a. Hier sind es Oxal- und Citronensiure, 
welche voriibergehend reichlich angehiiuft werden und gleichfalls als 
unvollstiindiges Oxydationsprodukt des verarbeiteten Zuckers anzusehen 
sind. Von weiteren durch Fadenpilze gebildeten Siiuren wurden dann 
spiiter noch insbesondere Fumarsiiure [Wehmer”)] und Glucon- 
siiure [Molliard’’), Falck u. Kapur’)] bekannt. 

Besonders Citronensiiure war bereits Gegenstand zahlreicher 
Arbeiten, doch fehlen annehmbare Theorien iiber den Chemismus der 
Siiureentstehung bislang. Versuche einer Deutung ihres Auftretens sind 
zwar wiederholt gemacht; so betrachten Wehmer’s), Currie®), Elfving®) 
sie, gleich der Siiture der Fettpflanzen als ein auf melir oder weniger 
verwickeltem Wege entstandenes Oxydationsprodukt des Zuckers, wiih- 
rend Mazé und Perrier’) sie aus EiweiBstoffen ableiten, was auch 
neverdings Kostytschew") wieder hervorhebt. Buchner u. Wiisten- 
feld') erinnern an Parasaccharinsiure als mdgliches Zwischen- 
produkt und letzthin deuten Franzen und Schmitt’) auf Ketipin- 
siiure. Einen Fortschritt brachten die Arbeiten von Molliard'’) und 
Falck und Kapur’) insofern, als hierdurch Gluconsiure als Mutter- 
substanz der Citronensiure wahrscheinlich gemacht wurde. Fiir die 
Erklirung des Bildungsvorganges ist freilich auch damit nicht viel ge- 
wonnen, ein direkter Zusammenhang dieser beiden Siuren ist nicht zu sehen. 

Zu meinen Versuchen dienten zwei Aspergillus niger-Formen: 
Asperg. japonicus = Pilz IV (citronengelbes Myzel, schwarze Sporen) 
und Asperg. cinnamomeus = Pilz II (weiBes Myzel, rehbraune Sporen), 
beide Pilze wurden mit anderer Fragestellung bereits von Wehmer?**) 
und Suhr’) bearbeitet. In der Kulturmethode wich ich grundsiitzlich 
von der sonst iiblichen ab. Es wurden nicht Sporenaussaaten verwandt, 
sondern (soweit nichts anderes vermerkt ist) junge fertige Pilz- 
decken*) [mach Elfving®)], die stets auf je 100 cem der gleichen 
Niihrlésung (5°/, Rohrzucker, 0,5°/, Ammoniumsulfat, 0,25°/, primires 
Kalinmphosphat, 0,12°/, Magnesiumsulfat, kryst.) gewachsen waren. Als 
KulturgefiiBe dienten Erlenmeyerkolben (Thiiringer Glas) von 300 cem 
Inhalt. Die Hohe der Fliissigkeitsschicht betrug etwa 2cm und der 
Oberfliichendurchmesser 8em. Die Kulturen (mit je 1 eem Sporenemul- 
sion geimpft) wurden bei 34—86° im Thermostaten unter Lichtabschlub 
gehalten. Nach 2-—-3 Tagen bilden sich unter solehen Bedingungen 
cleichmiBige zusammenhiingende Decken. Zu diesem Zeitpunkt wurde 





*) Auf die Mitteilungen von Bernhauer (Biochem. Zs. Bd. 172, 
S. 296 (1926), die auch Versuche mit fertigen Pilzdecken bringen, 
konnte hier nicht eingegangen werden, da meine im Jahre 1923 be- 
gonnene Arbeit schon zu fritherer Zeit (Januar 1926) abgeschlossen wurde. 
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die urspriingliche Nahrlésung abgegossen, mit sterilem Wasser nach- 
zespiilt und die gleiche Menge meiner Versuchsfliissigkeiten eingefiihrt, 
welche lediglich die zu priifenden C-Verbindungen, dvch keinerlei Nihr- 
salze enthielten. Einfliisse von seiten dieser Salze waren demnach aus- 
geschlossen, soweit man von den innerhalb der Decken und der Pilz- 
fiiden vorhandenen Spuren absieht. Ferner wurden auf diese Weise 
immer moglichst gleichmiBige unter denselben Bedingungen gewachsene 
Pilzdecken erzielt, was besonders bei Priifung auf Siurebildung aus 
solchen C-Verbindungen, auf denen der Pilz schlecht wiichst, wesentlich 
ist, auch fillt der stérende EKinfluB der Nahrsalze beim Nachweis kleiner 
Siiuremengen fort. Es sind also im ganzen durchsichtigere Verhiltnisse 
geschaffen. 


Ii. Theoretischer Teil. 


A. Abhangigkeit der Saurebildung von den gebotenen 
C-Verbindungen. 

Zur Klirung des Bildungsvorganges der Citronensiure 
schienen mir gerade Untersuchungen iiber ihre Beziehungen 
zur urspriinglichen Muttersubstanz von Interesse. Wir wissen 
bislang nur, daB als solche einige Zuckerarten in Frage 
kommen, als am besten geeignet sind allgemein Saccharose 
und Glucose bekannt. AuBerdem ist ihre Entstehung aus 
Glycerin [Mazé und Perrier’), Wehmer?”*)] und in kleinen 
Mengen auch aus Arabinose und Mannit {[Butkewitsch‘)] 
nachgewiesen. Nach Herzog und Polotzky’) werden durch 
Citromyces noch einige andere Kohlenhydrate (Maltose, 
Fructose, Galaktose, Mannose) in Citronensiure um- 
gesetzt; diese kurze ,,Vorlaufige Mitteilung’ enthilt aber 
keinerlei Angaben iiber Kulturbedingungen, Identifizierung und 
Bestimmungsmethode; eine ausfiihrliche Arbeit hieriiber ist von 
den Verfassern meines Wissens nicht erschienen. 

Beim Vergleich einer grofen Zahl von Stoffen stellte ich 
fest, da& zur Bildung von Citronensiiure nur Verbindungen 
mit 8, 5 und 6 C-Atomen geeignet sind, wahrend Substanzen 
mit 4 oder 7 C-Atomen solche nicht lieferten. Dabei ist 
wohl mit Recht vorausgesetzt, daB Siiure nur da entsteht, wo 
sie wirklich nachweisbar ist; es ist das um so wahrschein- 
licher, als mein Versuchspilz (Pilz IV) vor seinen Verwandten 
dadurch ausgezeichnet ist, da er bei. gleichzeitiger Anwesen- 

11* 
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heit von Zucker, Citronensiure nur schwer oder gar nicht an- 
greift. Pentosen als Siurequelle (Xylose, Arabinose) sind 
sicher auffillig; die Verhiltnisse liegen hier somit offenbar 
anders als bei der alkoholischen Girung, die solche Zucker- 
arten voraussetzt, deren im Molekiil vorhandene Anzahl 
C-Atome durch drei teilbar ist. Andererseits erinnert aber 
die Unbrauchbarkeit von C,- und C,-Verbindungen wieder an 
die Alkoholbildung. Die Zahl der C-Atome im Molekiil ist 
somit trotzdem von Bedeutung, keineswegs aber, wie das Ver- 
halten der einzelnen Hexosen zeigt, ausschlaggebend. Ver- 
slichen wurden von diesen Glucose, Fructose und Galak- 
tose; alle vier gaben zwar Sauerung, doch mit auffalligen 
quantitativen Unterschieden, die nur teilweise mit dem be- 
kannten verschiedenen physiologischen Verhalten dieser Zucker 
sich decken. Glucose lieferte stets die stirkste Siuerung, 
dann folgten Mannose, in weitem Abstand Fructose und 
an letzter Stelle Galaktose, die ganz abfallt, bei ihr betrug 
die Siiureausbeute auffalligerweise nur etwa ?/,, von der der Glu- 
cose. Gerade Galaktose ist bekanntlich auch der alkoholischen 
Giirung in geringem Mafe fahig; ob sich durch Anpassung 
des Pilzes an diesen Zucker die Siurungsintensitit steigern liBt, 
wie bei entsprechenden Versuchen mit Hefe eine bedeutende 
Mehrbildung von Alkohol erzielt wurde*), bleibt dahingestellt. 

Gluconsiiure erhielt ich nur aus Glucose, Saccha- 
rose und Maltose.**) In Versuchen mit den iibrigen ge- 
nannten Zuckerarten fand ich weder diese, noch eine andere 
dem betreffenden Zucker entsprechende Siiure. Hieraus folgt, 
daB der Zuckerumsatz durchaus nicht unbedingt durch Bildung 
einer Aldonsiiure eingeleitet zu werden braucht. 

Oxalsiure entsteht durch Pilze bekanntlich aus den ver- 
schiedenartigsten C-Substanzen (Kohlenhydrate, EiweiB, Fette, 
Alkohole, organische Sauren u.a.).***) Sie ist ein ganz allgemeines 
Produkt unvyollstiindiger Oxydation organischer Verbindungen. 


*) Willstatter u. Sobotka, DieseZs. Bd. 123, 8. 176 (1922) u.a. 
**) Ahnlich Molliard"), nur aus Maltose, nicht aus Galaktose, 
Arabinose, Lactose und Raffinose. 
***) Wehmer’”’). 
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B, Rolle der Nahrsalze und des Glasmaterials. 


Als weiterer fiir die Saiurebildung wichtiger Faktor sind 
in der Literatur Nihrsalze, speziell N-Verbindungen genannt. 
Mazé und Perrier?*) sehen im Fehlen solcher sogar das fir 
den ProzeB AnstoBgebende, nach ihnen tritt Siuerung erst dann 
auf, wenn der Stickstoffgehalt der Kulturlésungen stark herab- 
gesunken ist. Nach meinen Versuchen ist es gleichgiiltig, ob 
dem Pilz (als fertige Decke) Naihrsalze gegeben werden oder 
nicht, sie sind fiir den Vorgang an sich belanglos; mit dem 
KrnahrungsprozeB (der Stoftbildung aus Zucker und Salzen) 
hat die Siurebildung ebensowenig wie die Atmung etwas zu 
schaffen, das deuten schon Wehmer”) und Elfving®) an, 
auch alle eigenen Versuche sind ein Beweis dafiir. Ich ging 
deshalb, wie oben bemerkt, von fertigen Pilzdecken aus 
und verfolgte deren Wirkung auf die reinen (salzfreien) 
Zuckerlésungen. Der Pilz setzt auch unter solchen Umstinden 
den ihm gebotenen Zucker lebhaft um, sonstige Stoffe (Salze) 
kénnen sich daran nur beteiligen, insoweit sie bereits Bestand- 
teil von Zellsaft und Zellsubstanz sind. Dabei ergab sich 
klar, daB ein prinzipeller Unterschied gegen Vergleichsversuche 
(mit Nihrsalzen) nicht besteht. Siurebildung wie Ansamm- 
lung verlaufen hier gerade so, wie bei Gegenwart dieser Salze, 
init denen von friiheren Untersuchern fast durchweg gearbeitet 
wurde. Die vielfachen Erérterungen der Literatur iiber den 
bestimmenden EKinfluB einzelner Klemente oder ihrer Verbin- 
dungsformen innerhalb der Nihrlésung werden damit wohl 
gegenstandslos. Da iibrigens bestimmte Salze, sei es durch 
Beeinflussung der H-Ionenkonzentrationen oder katalytisch 
(als Sauerstoffiibertriger u.a.) trotzdem auf den Siuerungs- 
vorgang irgendeine besondere Wirkung ausiiben kénnen, soll 
damit keineswegs bezweifelt werden. 


Nach Lappalainen?!!) werden Siiuerung wie Pilswachs- 
tum weitgehend von der Beschaffenheit des Glasmaterials 
der KulturgefiBe beeinfluBt. Dieselbe glaubt aus der Vor- 
geschichte der Glaskolben das Aussehen der Kulturen und ihre 
Aciditiit mit groBer Wahrscheinlichkeit voraussagen zu kénnen. 
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Nach dem Gesagten brauche ich hieriiber kaum noch etwas zu 
bemerken. Meine Versuche unter Ausschaltung des Glaseinflusses 
(Kolben mit Paraffin- bzw. Zaponlackiiberzug) stimmten im 
wesentlichen mit den Parallelversuchen (gewéhnliche Glaskolben' 
iiberein. Mir scheinen die von Lappalainen gezogenen Schliisse 
etwas weitgehend. Jedenfalls sind die tatsiichlichen Versuchs- 
schwankungen an sich schon gréBer als die Unterschiede, die 
sich durch verschiedene Glassorten ergeben mégen. 


C. Wirkung der Absattigung und Einflu8 der Temperatur. 


Uber den Erfolg der Siiturebindung durch Calcium- 
carbonat bestehen verschiedene Meinungen. Buchner und 
Wiistenfeld}) halten zur Anhiufung gréBerer Mengen Ci- 
tronensiiure (durch Citromyces) Kreidezusatz unbedingt fiir 
erforderlich, wihrend Currie) seine besten Ausbeuten in 
kalkfreien Kulturen erzielte. Nach den Erfahrungen bei 
der Oxalsiiure- und Milchsiuregiirung miBte ersteres richtig 
sein, fiir die Citronensiure scheint die Sache jedoch etwas 
anders zu liegen. Nach meinen Versuchen wird ihre Menge, 
solange Zucker vorhanden ist (also stets neue Siure gebildet 
wird), nicht nachweisbar durch Festlegung vergréfert. Der 
Pilz greift die Siure notorisch schwer an, sie wird nicht ver- 
arbeitet, solange ein besserer Nihrstoff zugegen ist. Wenn 
die entstandene Saure iiberhaupt schon vor Verbrauch des 
Zuckers wieder zersetzt werden kénnte, so wirde das durch 
Kreidezusatz auch kaum verhindert, denn sie kann sehr wohl 
verarbeitet werden, bevor eine Bindung stattfindet; auch durch 
dauernde Bewegung der Kulturfliissigkeiten wurden keine 
hoheren Ausbeuten erzielt. Nach Verbrauch des Zuckers 
wird allerdings die angesammelte Siure wieder zerstért, von 
diesem Zeitpunkt an ist demnach in den kalkhaltigen Kul- 
turen mehr Siiure vorhanden, als in denen ohne Kreide. Der 
Unterschied gegen Oxalsiure und Milchsiure, deren Aus- 
beute in Gérungen durch Zusatz von Calciumcarbonat  be- 
kanntlich vervielfacht wird [Wehmer?’)] liegt eben darin. 
daB diese schon in geringer Konzentration (-+ 1°/,) den Fort- 
gang des Girungsprozesses hindern, wihrend Citronensiure bis 
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iiber 6°/, angesammelt werden kann (auf 100 ccm mit 10°/, 
Zucker also etwa 6 g) und mehr pflegt auch bei Absittigung 
nicht gebildet zu werden. 

Kinflu8 der Temperatur ist offensichtlich; die schnellste 
Siurebildung liegt bei etwa 35° (Wachstumsoptimum des 
Pilzes). Die fiir die Myzelentwicklung giinstigste Temperatur 
fordert demnach auch die Entstehung der Sadure, wiihrend sie 
bei niederer 'Temperatur (20°) in gréBerer Menge angesammelt 
wird (ihr Wiederverschwinden geht hier langsamer vonstatten). 
Unter 5° und iiber 50° fand ich weder Séuerung noch Wachs- 
tum. ‘emperaturen, die das Pilzwachstum unterdriicken oder 
auf ein Minimum herabsetzen, verhindern auch die Siurebildung, 
diese ist bislang eine Funktion der lebenden Zelle, sie ist 
an den Lebensvorgang gebunden und erlischt mit ihm 
[Wehmer?‘)]. Citronensiuregiirung auf zellfreilem Wege oder 
mit getéteten Dauerpriparaten durchzufihren, ist bisher nicht 
gelungen [Buchner und Wiistenfeld?)], auch eigene in 
dieser Richtung angestellte Versuche verliefen erfolglos. Bei 
der Kompliziertheit des Vorganges ist wohl nicht mit einem 
einzigen, sondern mit einem Komplex von Enzymen zu 
rechnen. 


D. Chemismus der Citronensaurebildung. 
Durch einfache Oxydation der Kohlenhydrate ist die Siure 
im Gegensatz zu anderen Pflanzensiiuren (Weinsaiure, Apfel- 
siure, Kssigsiiure, Ameisensiiure, Oxalsiiure)*) bekanntlich nicht 
darzustellen. Die verzweigte Kohlenstoffkette liBt ihre Sonder- 
stellung klar erkennen. 


Glucose Citronensiure 
CHO COOH 
buon bu, 

(HOH Cou—cooH 
oHOH bu, 
CH,OH boon 


*) Honig u. Tempus, Chem. Ber. Bd. 57, 8S. 784 (1924). 
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Der in der lebenden Zelle sich abspielende ProzeB ist einst- 
wellen vollig dunkel. 

Die Annahme von Mazé und Perrier!*), sie als Zer- 
fallsprodukt des EiweiB alternder Zellen anzusehen, leidet 
schon an innerer Unwahrscheinlichkeit. Man wird schwerlich 
die groBe Menge Saure, die sich in Pilzkulturen wie in Friichten | 
(Citronen bis tiber 7°/,) ansammelt, irgendwie mit EKiweib- | 
zerfall oder -bildung in Zusammenhang bringen, um so weniger, 
als beim Umsatz von gebotenem Pepton oder Aminosiiuren 
in Pilzkulturen nur Oxalsiiure, aber nie Citronensiiure ent- 
steht [Wehmer!?*)]. Auch ist ihre Bildung weitgehend von 
der besonderen Natur der gebotenen C-Quelle abhingig, nicht 
aus allen nihrfihigen Substanzen entsteht sie. 

Als Zwischenprodukte der Siurebildung sind, wie eingangs 
erwihnt, Ketipinsiure [Franzen und Schmitt‘) und | 
Parasaccharinsiure [Buchner und Wiistenfeld})] ver- | 
mutet. Erstere liBt sich zwar auf chemischem Wege in Ci- | 
tronensiure umsetzen, doch unter ganz anderen Bedingungen 
(alkalische Reaktion). Ob Parasaccharinsiiure Zwischenprodukt 
sein kann, ist bislang nicht erwiesen; fiir diese spricht zwar 
die Tatsache, dai sie rein chemisch sowohl aus Hexosen, 
wie auch aus Arabinose dargestellt wurde*), doch erfordert 
ihre Bildung gleichfalls alkalische Reaktion, wihrend fiir die 
Pflanzenzelle nur in saurer oder neutraler Lisung verlaufende 
Umsetzungen in Frage kommen. Von anderer Seite**) wird mit- 
seteilt, da® sich aus Kulturfliissigkeiten unter Umstiinden eine 
Substanz in groBen Krystallen abscheidet (Bruttoformel C,H,0,, 
Schmelzp. 154°), die ich in meinen Versuchen nicht beobachtete. 

Mit gréBerer Wahrscheinlichkeit wire vielleicht Glucon- 
siiure als Zwischenprodukt anzusehen, die nachweisbar in 
jungen Aspergilluskulturen auftritt und wieder verschwindet, 
wenn Citronen- und Oxalsiiure noch ansteigen [Molliard}*)]. 
Halls das Schema: Glucose—Gluconsiiure—Citronensiure— 
Oxalsiure—Kohlensiure zutrifit, wire zu erwarten, da der 





*) Kiliani, Chem. Ber. Bd. 37, S. 1214 (1904). 
*) Wykmann, Diese Zs. Bd. 132, S. 104 (1924); Traetta-Mosca, 
Annali Chim. Appl. Bd, 1, 8. 474 (Chem. Zbl. 1922, II, 51). 
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Pilz ihm als solche gebotene Gluconsiure gleichfalls in dieser 
Richtung umsetzt. Butkewisch‘) gelang dieser Nachweis nicht, 
er bezweifelt daraufhin ihre Natur als Zwischenprodukt. Dem- 
segeniitber konnte ich jedoch eindeutig feststellen, da in 
Kulturfliissigkeiten mit Ca-Gluconat als alleiniger Kohlenstoff- 
quelle Ca-Citrat auftrat. Weitere im hiesigen Institut aus- 
gefiihrte Versuche [Wehmer?*), Schreyer!®)] ergaben das 
cleiche Resultat. Auffallig ist hier allerdings die relativ ge- 
ringe Citratausbeute, rein theoretisch sollte man die gleiche 
Menge wie aus Glucose erwarten; ob hieran die Versuchs- 
bedingungen schuld sind, oder ob Gluconsiiure nur ein zeit- 
weise vorhandenes Nebenprodukt ist, sei dahingestellt. AuBer- 
dem erhielt ich, wie schon erwihnt, Gluconsiure bisher nur 
aus Glucose, Saccharose und Maltose. Die Citronensiiure- 
bildung braucht demnach durchaus nicht iiber eine Aldonsiiure 
zu verlaufen Selbst bei Annahme der Gluconsidure als 
Zwischenprodukt kommen wir einer Erklirung des Citronen- 
siureauftretens nicht niher; die Schwierigkeiten bleiben die 
sleichen, wie bei Ableitung dieser von der Glucose. ‘Trotz- 
dem bleibt der Nachweis der Gluconsiure und die Feststellung 
ihres Uberganges in Citronensiiure von Interesse. 

Einfache Oxydation der Kohlensiiure ergibt bekanntlich 
nur Verbindungen mit normaler Kohlenstoffkette, ein direkter 
Weg vom Zucker zur Citronensiiure ist kaum denkbar. Man 
kommt der ganzen Frage wohl niher, wenn man die Siure 
nicht schlechthin als Oxydationsprodukt des Zuckers, sondern 
als Krzeugnis verwickelter Reaktionen ansieht, die ihren Aus- 
gang von der C,- oder ©,-Reihe nehmen. Méglich ist, daf 
zuniichst eine Ketonsiiure gebildet wird. Nach Bertrand”) 
wird Glucose durch die Tiitigkeit von Bakterien in Keto- 
eluconsiure umgesetzt, die dann (analog der Benzilsaiure- 
umlagerung) eine Verbindung mit verzweigter C-Kette ergeben 
kénnte. Auf diese Weise ist aber wieder nicht die Saure- 
bildung aus C,-Verbindungen (Xylose, Arabinose) zu deuten. 
Ks scheint mir daher wahrscheinlicher, daB die Hexosen und 
Pentosen zunichst durch Spaltung in C,-haltige Verbindungen 


*) C. R. Bd. 127, S. 728 (1898). 
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umgesetzt werden, die dann ihrerseits zum Molekil der Ci- 
tronensiiure fiihren kénnten. Die Méglichkeit einer derartigen 
Bildungsweise deutet auch ihre faktische Entstehung in Pilz- 
kulturen aus Glycerin und Glycerose an.*) Die Synthesen 
der Organischen Chemie gehen bekanntlich ebenfalls von der 
C,-Reihe aus (Glycerin, Dichloraceton, Acetondicarbonsiure), 
diese Reaktionen sind freilich solcher Art, da8B ihr Abspielen 
in der lebenden Zelle in gleicher Weise kaum anzunehmen ist. 
Solange es nicht gelingt, bestimmte Zwischenprodukte abzu- 
fangen, bleibt die der Pilzzelle spielend leicht gelingende 
Uberfiihrung von Zucker in Citronensiure unerklart. 


lil. Experimenteller Teil. 
A. Gesamtsauerung bei verschiedenen Temperaturen. 


Siurebildung in Pilzkulturen wird bekanntlich stark durch 
die Temperatur beeinfluBt [Wehmer?‘), Suhr?!%)]. Die fol- 
genden Versuche sollen zunichst ein Bild von dem Verlauf 
der Aciditét**) geben und die ungefaihren Temperaturgrenzen 
der Siurebildung feststellen. Angewandt je 10 g Rohrzucker 
(100 com) — fertige Pilzdecken — Erlenmeyerkolben 
(300 ccm). 

l, Pils FV. 
a) 2—5° (4 Versuche). 

Siurebildung wurde bei dieser Temperatur nicht beol- 
achtet. Die Pilzdecken behielten ihr normales Aussehen. Nach 
10 Tagen wurde in 2 Kulturen der Zucker durch Eindampfen 
der Lésungen bestimmt, ein Verbrauch war nicht festzustellen. 
Die beiden anderen Kulturen wurden dann weiter bei Zimmer- 
temperatur (18—23°) gehalten, sie zeigten schon am folgenden 
Tage deutliche Aciditiit. 


*) So kann nach Kostytsehew aus Glycerin durch Asperg. 
niger auch wieder Zucker gebildet werden [Bot. Zentralbl. Heft 5, 
S. 146 (1924)] und derselbe Pilz vermag aus Zucker Stirke zu erzeugen 
{Boas, Biochem. Zs. Bd. 78, S. 308 (1916)!. 

**) Zur Ermittlung der Aciditiit wurden den kreidefreien Kulturen 
in bestimmten Intervallen je 2cem Lésung mit steriler Pipette ent- 
nommen und nach Aufkochen mit n/i0-Natronlauge (Indikator Phenol- 
phthalein) titriert. Die erhaltenen Werte sind auf 100 ecm umgerechnet. 









































Beitriige zur Sdurebildung durch Aspergillus niger. 171 
b) 7—10° (6 Versuche). 
Ve S- ' + o 
Versuchs Verbr. eem n/10-NaOH auf 100 ecm Lisung 
dauer ~ | Mittelwert 
Tage Vers. 1 2 | 8 4 5 | 6 
5 32 35 is | 24 | 29 18 26 
15 112 Td 104 118 $6 95 95 
25 130 118 152 | 161 166 125 142 
Riickstand | 
in g 6,2 6,9 7,2 7.6 6,3 | 1,4 6.9 
Sehr langsame Ansiiuerung, geringer Zuckerverbrauch. 
ec) 18—17° (6 Versuche). 
“ersuchs- , . ° 
Versuch Verbr. ccm n/10-NaOH auf 100 cem Lésung “ 
dauer ~ | Mittelwert 
Page Vers. 2 3 4 5 | 6 
5 94 128 130 82 105 145 112 
15 321 288 410 362 495 513 398 
2d 565 406 502 440 612 664 532 
3D 658 586 770 797 748 686 TOT 
45 682 T7 804 837 725 73 759 
dd 698 625 830 724 172 699 725 








Minimaler Riickstand (stets weniger als 0,5 g). Die Siure 
steigt dauernd, nach etwa 8 Wochen ist sie im Begriff wieder 








abzunehmen. 
d) 24—26° (6 Versuche). 

Versuchs- Verbr. cem n/10-NaOH auf 100 cem Lésung 
dauer Mittelwert 
Tage Vers. 1 2 | 8 4 5 6 

5 180 | 244 | 239° 1738 | 227 | 285 224 
15 482 | 553 528 526 431 | 649 529 
25 713. | 7839 672 596 | 787 | 658 702 
35 767 | 740 703 629 659 | 682 696 
45 644 | 598 623 664 557 | 512 599 
D5 615 | 572 519 520 | 502 | 428 527 





Minimaler Riickstand, 





das Maximum der Siéure 


ist hier 


nach etwa 4 Wochen erreicht, dann langsame Wiederabnahme. 
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e) d54—36° (6 Versuche). 














Versuchs- Verbr. cem n/10-NaOH auf 100 ecm es 
dauer Lésung Mittel Zitronen- 
Tage Pe ee sd swert | siure 

Vers, 1) @ | 814 5 6 (g) 
5 260 344 422 | 293 | 289 | 459 | 344 | 2,41 
10 507 | 592 | 681 | 475 | 523 | 697 | 570 | 3,99 
15 521 | 673 | 743 | 619 | 555 | 720 | 639 | 4,48 
20 562 | 596 | 689 | 623 | 469 | 594 | 585 | 4,12 
30 4:3. | 490 | 521 | 472 | 302 | 849 | 484 | 3,04 
40 348 342 | 416 388 | 247 | 341 | 335 | 2:35 














Minimaler Riickstand, Siuremaximum nach etwa 2 Wochen, 
uach weiteren 3 Wochen ist die Aciditit auf die Hilfte ge- 
sunken. 

f) 44—46° (5 Versuche). 








. , | Verbr. eem n/10-NaOH auf 100 eem 
Versuchsdauer I “ 
T i 0sung Mittelwert 
age . 
| Ve Ee. 4 5 
5 2 54 | 111 | 98 | 140 95 
15 126 188 | 82 | 98 116 112 
- ! — — — 

Riickstand in ¢ : 6,7 6,3 8,1 — = | i,G 


Pilzdecken nach 10 Tagen siimtlich untergesunken, also 
tot. Ansiiuerung sehr langsam, Zucker meist unverbraucht. 
Die ertrigliche Temperaturgrenze ist iiberschritten. 


g) 50—52° (4 Versuche). 

Pilzdecken schon am 6. Tage untergesunken (tot), keine 
Siurebildung. Nach 15 Tagen wurde in 2 Kulturen der Zucker 
durch Eindampfen der Lésungen bestimmt, ein Verbrauch war 
nicht festzustellen. Die beiden anderen Kulturen wurden dann 
weiter bei Zimmertemperatur (18—23°) gehalten, es bildeten 
sich auf der Oberfliche der Lésungen aus itiberlebenden 
Sporen neue Pilzdecken und die Siuerung setzte langsam 
wieder ein. 














eC 
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2. Pilz IL. 
Einzelheiten wie zuvor (je 10 g Rohrzucker, 100 ccm). 


a) 15—17° (6 Versuche). 























Versuchs- Verbr. cem n/10-NaOH auf 100 cem Lisung 
dauer Mittelwert 
Tage Vers. 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 

5 276 | 219 | 202 | 223 193 | 169 213 
15 530 | «419 | 356 | 596 | 515 | 476 482 
25 692 768 | 596 | 782 743 | 669 708 
35 723 | $50 | 662 789 | 810 | 746 763 
45 864 | 882 | 712 | 925 | 933 | 834 859 
55 804 936 | 689 | 954 992 | 876 S75 

Riickstand 

in g sok 0,65 — | 0,42 - | 0,30 0,44 


Siure steigt langsam, aber anhaltend: Maximum nach 
etwa 8 Wochen (wie Pilz IV unter c’. 


b) 34—36° (6 Versuche). 

















Versuchs- | Verbr. cem n/10-NaOH auf 100 cem Lisung 

dauer Re ee ee Mittelwert 
Tage Vers. 1 2 83 | 4 5 6 
5 345 407 | 313 | 829 | 361 | 297 322 
10 662 743 | 550 | 572 | 616 549 615 
15 738 876 | 672 | 712 | 795 | 770 761 
20 722 | 916 | 885 | 778 | 690 | 845 798 
25 681 883 | 887 | 695 | 582 | 726 729 
35 591 692 | 722 | 515 | 482 | 471 570 
45 448 443 | 550 | 528 | 839 | 398 451 


Minimaler Riickstand, Siuremaximum nach etwa 3 Wochen, 
nach weiteren 4 Wochen Abnahme bis zur Hilfte (wie Pilz IV). 


Vorstehende Versuche zeigen das bekannte Bild, zunichst 
Ansteigen, dann langsames Wiederverschwinden der Siure. 
Der Verlauf der Aciditit ist bei beiden Pilzen ziemlich gleich. 
Die gréBte Schnelligkeit der Siiurebildung liegt bei 34—36° 
(Wachstumsoptimum der Pilze). Hier wurde schon nach 15 








cem 
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bis 20 Tagen das Siuremaximum erreicht. Niedere Temperatur 
stért das Wiederverschwinden. Unter 5° und iiber 50° wurde 
keine Siiuerung der fertigen Decken (auch kein Wachstum) 
mehr beobachtet. Die Siurebildung geht demnach bei der 
Temperatur am schnellsten vonstatten, bei der die Pilze ihre 
héchste Lebenstiitigkeit (maximaler Stoffumsatz) entfalten. Der 
Zucker war mit beginnender Siureabnahme ziemlich verbraucht 
(Fehlingsche Liésung kaum noch reduziert), dem Pilz bleibt 
also nur die Siure als C-Quelle, deren schnellster Verbrauch 
wieder bei 834—36° liegt. 

Folgende Figur zeigt den Aciditatsverlauf, wie er sich aus 
den Mittelwerten der Versuche dieses Abschnittes ergibt. 
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B. Art und Menge der gebildeten Sauren. 

Aspergillus japonicus (Pilz IV) bildet gewéhnlich nur 
Citronensiiure, Asperg. cinnamomeus (Pilz Il), dagegen 
Citronen- und Oxalsiiure, diese aus ersterer entstehend 
[Wehmer?’), Suhr?®)]. Ferner ist nach Elfving®) noch eine 
dritte Siure vorhanden, die ein lésliches Kalksalz bildet. 
Da in Aspergilluskulturen spiiter Gluconsiure gefunden 
wurde {Molliard?*)], war zu erwarten, daB auch in meinen 
Versuchen diese Siiure auftritt, Es wurde daher zunichst 
festgestellt, bei welcher Wachstumstemperatur und zu welcher 
Zeit die gréBte Menge losliches Kalksalz (Gluconat) vorhanden 
ist, daneben wurden die gebildete Citronen- und Oxalsiiure als 









































Beitriige zur Siurebildung durch Aspergillus niger. 175 
tur Ca-Salz bestimmt. (Isolierung der Gluconsiure, s. Abschnitt C, 
rde Bestimmungsmethoden am SchluB). 
1m) Angewandt je 10 g Rohrzucker (100 ccm) + 5 g CaCO. 
der 
hre l. Pale TY. 
Jer a) 15—17° (24 Versuche). 
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mittlere Ausbeute 52°/, des angewandten Rohrzuckers. Oxal- 
Siure wurde nicht gefunden. Die gréBte Menge léslichen 
Kalksalzes war nach 15 Tagen vorhanden, im Mittel 0,207 ¢g 
CaO, entsprechend 1,45 g Gluconsiure. Diese Umrechnung 
ergibt allerdings zu hohe Werte, da sich bekanntlich auch 
etwas Citrat in Liésung befindet. Ich stellte fest, daB diese 
Menge unter den vorliegenden Bedingungen (100 ccm Wasser, 
100°) 78 mg Citrat [Ca,(C,H,O,), + 4H,O] = 23 mg CaO be- 
trigt. Beim Vorhandensein gréBerer Menge von Gluconat ist 
dieser Mehrbetrag prozentual gering. Bei kleinen Mengen, 
unter 50 mg CaO wurde dieses nicht mehr auf Gluconsiure 
berechnet, da anzunehmen ist, daB in diesem Falle das geléste 
Kalksalz zum gréBten Teil aus Zitrat besteht. 


b) 34—36° (12 Versuche). 
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Citratabscheidung wie in der vorhergehenden Versuchs- 
reihe, gréBte Ausbeute nach etwa 15 Tagen, im Mittel 4,55 g 
Citronensiiure = 45,5°/, des angewandten Rohrzuckers. Oxalat 
nicht vorhanden, lésliches Kalksalz nur in minimalen Mengen, 
Der Zucker war nach 15 Tagen fast restlos verbraucht. 
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2. Pilz IL. 


a) 15—17° (24 Versuche). 
Kulturbedingungen wie zuvor (je 10 g Rohrzucker, 5 g CaCQ,). 
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| Bereehnet auf 


| Gluconsiure 


1,56 


0,89 


in g 
Ca-Citrat 


1 





in ¢ 


0,76 
0,56 
0,83 
1,01 
1,43 
1,87 
2,55 
1,74 
3,27 
2,73 
3,76 
2,46 
3,58 
2,78 
4,65 
3,68 
3,79 
3,15 
2.88 
3,43 
3,52 
2,82 
3,85 
3,97 





Mittelwert 


1,90 


3,06 


3,67 


3,31 


3,54 


| Berechnet auf 





| Citronen- 


= 
or 
ie @) 


1,40 


2,44 


2.61 


siure in g 
Ca-Oxalat 





in g 


0,45 


0,34 
0,24 
0,42 
1,70 
1,05 
1,57 
1,23 
2,79 
3,63 
2,67 
2,58 
4,42 
3,62 
3,04 
3,78 
5,41 
5,21 
3,98 
3,36 
3,76 
4,81 
4,13 
4,27 





Mittelwert 


0,36 


1,39 


4,49 


4,24 








Berechnet auf 


Oxalsiure 


1,20 


2,52 


3,21 


3,87 


3,66 


in g 


Kalksalzabscheidung in Krusten am Boden der Kultur- 
gefaBe und an den Pilzdecken, Beginn nach 2—3 Tagen (mi- 


kroskopische Citratnadeln und feine Oxalatkrystalle). Anfa 
iiberwiegt die Citronen-, spiiter die Oxalsiure. Letztere st 


/ 


ngs 
eigt 


noch an, wiihrend erstere schon den Maximalwert erreicht hat. 
Hichstausbeuten: Citronensiiure (35 Tage) 27,0°/,, Oxal- 
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siure (45 Tage) 38,7°/, des angewandten Zuckers. Daneben 
waren in den jungen Kulturen erhebliche Mengen gelisten 
Kalksalzes vorhanden, nach 15 Tagen 0,46 g CaO, entsprechend 
3,33 g Gluconsadure. 


b) 34—36° (16 Versuche). 
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15 eh 3,21 2.70 
16 = 3.18 3.27 



































Kalksalzabscheidung (Citrat und Oxalat) wie zuvor. 
Hochstausbeute: Citronensaiure (25 Tage) 30,9°/,, Oxal- 
siiure (35 Tage) 28,2°/, des angewandten Zuckers, also weniger 
Oxalsiiure als bei niederer 'emperatur (16°) ebenfalls weniger 
lésliches Kalksalz (nach 5 Tagen 236 mg CaQ). 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB beide Pilze eine 
Siiure liefern, die ein lésliches Kalksalz bildet. Die gréBten 
Mengen davon sind in den Kulturen des Pilzes J] vorhanden, 
niedere Temperatur begiinstigt die Anhiufung. AuBerdem 
bildet Pilz IV nur Citronensiure, wiahrend Pilz II neben 
dieser Oxalsiiure liefert, anfangs iiberwiegt hier die Citronen- 
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siure, wahrend sich in alteren Kulturen gewohnlich mehr Oxal- 
siure befindet. 

Saiuerungsverlauf, wie er sich aus den Mittelwerten der 
Versuche dieses Abschnittes ergibt. 


Sdure(/ Je 10gRohrz.(t00cem) + CaCO, 
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C. Gewinnung und Identifizierung der Gluconsaure. 


Die das lésliche Kalksalz einer organ. Saure enthaltenden 
Kulturlésungen wurden von den nicht gelésten Kalksalzen 
(Citrat, Oxalat, unveriindertes Carbonat) bei Siedehitze abfiltriert, 
das Filtrat auf Wasserbad zum diinnen Sirup eingedampft und 


dieser mit soviel Alkohol versetzt, bis eine schwache Triibung 
12* 
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entstand. Das am folgenden Tage in festen Krusten ab- 
geschiedene Kalksalz (mikroskop. Nadeln) wurde durch Kochen 
mit Tierkohle und nochmaliges Ausfillen mittels Alkohol ge- 
reinigt. 


Je 10g Rohrzucker (100 eem) + 5 g CaCO, (8 Versuche). 



































Ca- 
ony . x r 2 aoe. ; 
Versuchs- prey, Tempe Gluco- Ping o : 
nummer auer ratur sont itrat xalat 
Tage in °C in ¢ in g in g 
i 0,30 2,39 0 
5 34—36 , 
- 0,18 3.10 0 
3 oe ee Pilz IV 
ia a | y] ] 
4 - - ' 0,68 2,31 0 
° 1,12 1,68 | 1,02 
5 84—36 , 
6 5 1,78 1,75 0,60 
2 46 1.95 1.89 Pilz Il | 
7 . | 
15—17 , 
8 - . 3.12 218 | 1,76! 





Calciumbestimmungen (Kaliumpermanganatmethode) des erhaltenen 














Kalksalzes. 
Bestimmungs- Einwage assananesni ecm a oe 
nummer in g n/10-KMnO, 
1 0,5234 24,80 0,0496 g = 9,48°/, 
D 0,8530 88,75 0,0775 g = 9,08, 
3 0,6844 31,50 0,0630 g = 9,20°/, 











Der errechnete Gehalt des Gluconats Ca(C,H,,0,), + H,O 
an Ca betragt 8,94°/,. 

Darstellung der freien Siure: 5g Ca-Gluconat in 
Wasser geliést, mit der aquivalenten Menge Oxalsiure (1,4 g) 
versetzt und das vom ausgefallenen Calciumoxalat getrennte 
Filtrat zum Sirup eingedampft, erhalten 6,70 g Gluconsiure- 
lésung (Sdiuregehalt 61°/,). 

Darstellung des Ba-Salzes: 5g der Gluconsiurelésung 
nach dem Verdiinnen mit Wasser mit Bariumcarbonat im Uber- 
schuB versetzt und das Filtrat zum Sirup eingedampft, hieraus 
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schied sich nach einiger Zeit das Bariumsalz ab, (2,7 g) Schmelz- 
punkt des umkrystallisierten Produktes 148—150° (nach Falck 
und Kapur’) 153°). 

Darstellung des Phenylhydrazids (nach E. Fischer)*): 
1 Teil Gluconsiure mit 10 Wasser, 1 Phenylhydrazin und der 
gleichen Menge 50°/,iger Kssigsiure */, Stunde auf Wasserbad 
erhitzt. Hierbei schied sich das Phenylhydrazid in kleinen 
schwach gelb gefarbten Krystallen aus (mikroskop. Prismen), 
sie wurden durch Kochen mit Tierkohle und nochmaliges Um- 
krystallisieren gereinigt. 3 g der Gluconsiurelésung ergaben 
i,3 g reines Phenylhydrazid, Schmelzpunkt (Zersetzung der 
Substanz) 195—198° (nach E. Fischer 195—200°). Das Vor- 
handensein von Glucons&éure ist somit hinreichend erwiesen. 


D. Bildung von Citronensdure aus Gluconsdure. 


Falls Gluconsiure als Zwischenprodukt entsteht, wird der 
Pilz voraussichtlich die ihm gebotene Gluconsiure in Citronen- 
siure umsetzen. Butkewitsch*) fand nur kleine Mengen 
Oxalsdiure und bezweifelt daraufhin, daB Gluconsiure Zwischen- 
produkt ist. Meine Versuche wurden mit Lésungen von glucon- 
saurem Calcium (Kahlbaum) angesetzt. Da dieses nur 
8,94°/, Ca enthilt, das Citrat dagegen 21,07°/, und das Oxalat 
27,43°/,, wurde zur vollstiindigen Bindung der gebildeten Saiuren 
noch etwas Calciumcarbonat hinzugefiigt, doch zeigte sich, daB 
der Versuch auch ohne dies gelingt und es zur Abscheidung 
von Ca-Citrat neben Ca-Oxalat kommt. 

In den Kulturen von Pilz IV begann nach etwa 4 Tagen 
Abscheidung von Kalksalz, das alle Merkmale des Citrats 
zeigte (mikroskopisch feine Nadeln, Reaktion von Denigés**) 
positiv; fallbar aus der neutralisierten salzsauren Lésung durch 
Aufkochen). Die Ausbeute an Citronensaure betrug bis zu 
13,2°/, der verbrauchten Gluconsiure (Versuch 4). In den Kul- 
turen des PilzII ebenfalls Kalksalzumsatz (Oxalatabscheidung 
in Krusten auf dem Boden der Kolben und an den Pilzdecken, 





*) Chem. Ber. Bd. 22, S. 2730 (1889). 
**) Ann. Chim. et Phys. Bd, 18, 8. 382 (1899); ebenfalls Wagenaar, 
Chem. Zentralbl. 1927. I. S. 777. 
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Versuch 5—7), Etwas Citrat war hier mit Sicherheit nur in 
den Kulturen 5 und 7 festzustellen. Freie Gluconsiure (Ver- 
such 8) lieferte keine Citronen-, sondern nur etwas Oxalsiure. 


Je 100 cem Lésung — 84—36° (8 Versuche). 





m™ co no = |Versuchsnummer 


1 om oO 





ie 8) 
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pacer se SA eS =a RRA ARSE TALE Ba ARISES EAE AAT 2) een {SEELEY eM NR IER EET 
5,7 g*) Ca-Gluconat (+ 1g CaCO,)] 20 | 0,62 | 0,46 | 0 — | 1,64 | 
5,7, i: (+1gCaCO,)| 380 | 0,55 | 0,41 | 0 — 10,56 
6.7, ss (ohne Kreide)}| 20 | 0,36 | 0,27 {| 0 — | 2,35 
11,4,, “ (+ 2¢CaCO,)] 30 | 1,34 | 0,99 | 0 — |2,85 
.. m (+1gCaCO,)| 20 | 0,17 | 0,13 | 0,70 | 0,60 | 1,94 
5,7 55 i (+1gCaco,)} 30/ — | — | 1,22] 1,05 0,95 | —— 
11,4,, : (+2¢CaCO,)| 30 | 0,39 | 0,29 | 1,88 | 1,62 | 2,67 
10,0,, Gluconsiure (50°/,ig.) 20] — — | 0,44 | 0,38 | 1,80 


Die Siuren wurden als Kalksalze getrennt und gewogen. 
Zur Ermittlung des unverbrauchten Gluconats wurde das vom 
Bodensatz getrennte Filtrat eingedampft, es blieb ein braun 
gefarbter Lack, der bei 100—105° bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet wurde. In wenig Wasser gelést und mit Alkohol 
versetzt, :schied sich Gluconat aus, welches das gleiche mikro- 
skopische Bild (Nadeln) wie das reine Priparat zeigte. 

Aus den Versuchen geht hervor, das Aspergillus aus 
Gluconsiure Citronen- bzw. Oxalsiure bilden kann. Die 
erhaltenen Ausbeuten sind allerdings bei weitem nicht so grob 
wie in den entsprechenden Glucose- und Saccharoseversuchen, 


E. Ansammlung der Sauren ohne Kreidezusatz. 


Zur Feststellung des Einflusses von Calciumcarbonat auf 
die Siurebildung wurden verschiedene kalkfreie Versuche ent- 
sprechend den kreidehaltigen Kulturen (S. 176 und 178) angesetzt; 





*) 6,7 g Ca-Gluconat = 5,0 g Gluconsiure. 
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die Bestimmung der Sauren geschah in der gleichen Weise 
wie bei diesen. Calciumcarbonat wurde den Kulturen vor Ver- 


‘arbeitung im UberschuB zugesetzt. Angewandt je 10 g Rohr- 


zucker (100 ccm). 


1. Pilz IV, 34—36° (12 Versuche). 





Versuchs- Berechnet auf 


Versuchs- iii Ca-Citrat . Mittelwert Shihan 
nummer ; 
Tage in g in g 
{ 3.15 
‘ 3,70 
. 5 . 3,49 257 
3 2,73 
4 4,39 
4) 6,32 
6 4,49 
15 5,62 
7 . 5,90 ; aie 
. 5,76 
9 5,27 
10 4,29 
25 36 3,4 
11 " 4,07 — = 
12 3,79 

















Zucker nach 2 Wochen fast restlos verbraucht; die mittlere 
Citronensiurehéchstausbeute betrug nach 15 Tagen 41,4°/, 
des angewandten Rohrzuckers. Oxalsiure wurde nicht ge- 
funden, lésliches Kalksalz nur in ganz minimalen Mengen 
(unberiicksichtigt). 


2. Pilz Il, 34—-36% (16 Versuche). 


Die gréBte Siuremenge wurde hier nach etwa 15 Tagen 
gefunden, zu dieser Zeit war der Zucker fast restlos verbraucht. 
Mittlere Héchstausbeute: Citronensaure (15 Tage) 32,6°/,, 
Oxalsiure (15 Tage) 12,9°/, vom angewandten Rohrzucker. 
Citronen- und Gluconsiiure nahmen, nachdem die Héchstwerte 
erreicht waren, schnell wieder ab, wihrend die Oxalsiure 
ziemlich konstant blieb. 
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10 — 4,37 1,12 

25 : _ , 95] 2,91 he 3} 1,02 
T — 422 |°?| % ume" 
12 we 4,14 1,21 
13 - 1,75 1,64 
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Aus dem Vergleich mit den entsprechenden kreidehaltigen 
Versuchen geht hervor, daB Zusatz von Calciumcarbonat unter 
sonst gleichen Bedingungen keinen wesentlichen EinfluB auf 
die Héchstausbeute an Citronensdure hat; diese betrug: 


Pilz IV 


Pilz Il 


Erst von 


Gluconsiiure 


Oxalsiure 


1. Mit 


2. Ohne 
1. Mit 


bo 


—_ 


bo 


. Ohne 


. Ohne 


1. Mit 
2. Ohne 


» 41,4/, 
30,9°/) ,, 
» 82,6%, ,, 
dem Zeitpunkt an, wo der Zucker aufgezehrt ist, 
findet sich in kalkhaltigen Kulturen mehr Siure als in kreidefreien 
(freie Siure wird wieder verbraucht). Oxal- und Gluconsaure- 
ansammlung (Pilz II) werden durch Gegenwart von Calcium- 
carbonat offensichtlich begiinstigt, mittlere Héchstausbeuten: 


28,2, 
12,9°/, 
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bh] 
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99 


99 
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9? 


a 


Kreide 45,5°/, des angewandten Rohrzuckers, 


b 


39 


°? 


. Mit Kreide 16,5°/, des angewandten Rohrzuckers, 
” 9,6 "lo 
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Siuerungsverlauf der vergleichenden Versuche mit und 
ohne Kreide. 


Stucota) Je 109 Rohrz.(100 ccm) 34 -36° 
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F. Versuche tber den EinfluB der Nahrsalze und des Glas- 
materials und Nahrwert einiger C-Verbindungen. 


1. Vergleichende Versuche mit und ohne Niahrsalze. 


Zu den bisherigen Versuchen wurden, wie angegeben, stets 
reine Zuckerlésungen ohne Nahrsalze (fertige Pilzdecken) 
verwandt. Zur Ermittlung des Einflusses der Nahrsalze auf 
Siuerung wie auf Pilzwachstum dienen folgende 12 Versuche. 
Zunichst je 5g Rohrzucker (100ccm) + Nahrsalze —(PilzIV 
— Sporenaussaat)*). Versuch Nr. 1—4 nach 4 Tagen ver- 
arbeitet, die iibrigen Kulturen erhielten zu dieser Zeit neue 
Lésungen und zwar Nr. 5—8 je 5g Rohrzucker (100 ccm) 
+ Nihrsalze wie zuvor, Nr. 9—12 die gleiche Lésung ohne Nahr- 
salze, nach weiteren 10 Tagen verarbeitet. 

Die Versuche zeigen, daB das Gewicht der Pilzdecken auch 
auf reiner Zuckerlésung noch bedeutend zunimmt, immerhin 
nicht in dem MaBe wie auf vollstiindiger Nihrléisung. Nach 





*) Hier also nicht fertige Pilzdecken, sondern Sporenaussaat (Ent- 
wicklung der Decken auf der zu priifenden Lésung, Nihrsalze wie S. 162 
angegeben). Die Zeit rechnet vom Tage der Sporenaussaat ab. 
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4 'Tagen (Versuch 1—4) betrug das mittlere Deckengewicht 
0,87 g, nach weiteren 10 Tagen ohne Nahrsalze 1,63 g (Ver- 
such 9—12), und nach derselben Zeit mit Nahrsalzen jedoch 
2,07 g (Versuch 5—8). Dem Pilz steht nach Entfernung der 
urspriinglichen Nahrlésung offenbar noch eine gewisse Menge 
von Nihrsalzen innerhalb der Decke zur Verfiigung. Alle 
Versuche zeigen gute Siiurebildung (nur Citronensidure, als 
Kalksalz gefallt), In bloBer Zuckerlésung (Versuch 9—12 
etwas stirkere Siuerung (mittlere Ausbeute 1,85 g) als bei 
reichlicher Anwesenheit von Nihrsalzen (Versuch 5—8, mittlere 
Sdiureausbeute 1,59 g). 
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1] 0,82 0,41 3.07 
2 0,95 | 0,48 r 2,58 4 Tage mit 
3 0,95 sa 0,54 — — 2,71 Nihrsalzen 
1} 0,77 0,47 8,22 
5 | 2,08 1,97 0,69 
6 1,86 2.11 0,42 | 4 +10 Tage mit 
. 2071 216} 1,58 - Seiten. 
7 2,10 2,32 0,57 Nihrsalzen 
gs} 223 | 2,23 0,57 
9 1,45 2.62 0,24 4 Tage mit 
; é 9 . T ss 
10 1,59 1,63 2,31 2,51 1.85 Spur Nihrsalzen 
11 1,87 2,40 : ‘ +10 Tage ohne 
12 1,70 2,71 - Nihrsalze 


2. Versuche unter Ausschaltung des Glaseinflusses. 


Die iiberall auftretenden mehr oder minder grofen Ver- 
suchsschwankungen sucht Lappalainen?!) auf den KinfluB ver- 
schiedener Glassorten zuriickzufiihren. Zur Beurteilung dieser 
Frage iiberzog ich die Innenfliche einiger Kolben mit einer feinen 
Schicht von Paraffin bzw. Zaponlack, so daB die Kulturfliissigkeit 
nicht mit dem Glas in Beriihrung kam. Zum Vergleich wurden 
Versuche mit gewéhnlichen Kolben (Thiiringer Glas) angesetzt. 
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Je 5g Rohrzucker (100 cem) + Nibrsalze, Pilz 1V, 25—30° Sporen- 
aussaat*) (9 Versuche); titriert mit n/10-NaOH. 





Trocken- 

















a» « | Verbrauch cem n/10-NaOH 

cE auf 100 cem Lésung gew. der 

>} ae Decken 

> = 15 Tage | 10 Tage | 15 Tage in g 
1 80 243 276 1,45 
2 | 18 20 | a6 207 | 28 1,37 71,40] gewohnl. Glaskolben 
3 195) | 196 285 1,37) 
4 | 82 252 | 258 1,59 
5 | 89 243 7 238 vs | 26 vot | Kolben mit Paraffin 
6 | 108 a1) 281 1,43 
7 79 192 263 — 
8 | 91 9 20 | 209 273 > 260 11,17 71,27] Kolben mit Zaponlack 
9 | 67 204 244 1,30) 


Beim Vergleich ergibt sich, da die erhaltenen Werte nicht 
wesentlich voneinander abweichen. Die Versuche Nr. 7—9 
(Kolben mit Zaponlack) fallen zwar im Durchschnitt etwas ab, 
doch sind die Versuchsschwankungen an sich gréBer als der 
Unterschied, der sich immerhin aus dem EinfluB des Glas- 
materials ergeben mag. 





3. Nahrwert verschiedener C-Verbindungen. 

Der Nahrwert von Glucose, Gluconsiure, Citronen- 
siure und Oxalsiure nimmt, wie nachfolgende Versuche 
zeigen, in der gegebenen Reihenfolge ab. 

16 Versuche mit Sporenaussaat*) je 1g (100 cem) der C-Substanz, 


Pilz 1V, 34—36°, Kulturdauer 14 Tage. (Die C-Quellen waren zu 
dieser Zeit restlos verbraucht.) 





























, , ; Be In °/, der 
Versuchs- = Trockengewicht der } Mittel- 
nummer cFeskeatnng Pilzdecken in g ' wert bing 
: C-Verb 
1—4 Glucose 0,388 | 0,445/0,396/0,364| 0398 | 39,8 
5—8 Gluconsiure |0,273/0,306|0,327/0,257} 0,291 29,1 
9—12 | Citronensiure |0,210/0,142/0,135/0,166] 0,163 16,3 
_18—16 Oxalsiure 0,039 | 0,029 | 0,024|0,052] 0,034 3,4 


*) Vgl. Anmerkung auf S. 185. 
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G. Saurebildung aus verschiedenen C-Verbindungen. 

Hier war die Abhingigkeit der Siurebildung von der 
Zusammensetzung der C-Verbindungen (Anzahl der C-Atome 
und Molekiilstruktur) zu priifen. Weiter interessierte mich die 
Beziehung zwischen Nahrwert und Saiuerung dieser Substanzen. 
Da Gluconsiure, wie schon erwihnt, bislang nur aus Glucose 
Saccharose und Maltose erhalten wurde, [Molliard?)] bleibt 
zu ermitteln, ob die iibrigen Kohlenhydrate auch diese oder 
eine andere dem betreffenden Zucker entsprechende Siure 
hefern. 


1. Verbindungen mit 3C-Atomen. 


a) Glycerin. 

Citronensiurebildung aus Glycerin durch Pilzarten (Citro- 
myces) ist bekannt [Mazé und Perrier!*), Wehmer?”®)], da- 
gegen fand Sulr?®) in seinen Glycerinversuchen mit Pilz I) 
keine Citronen-, sondern nur Oxalsiure. Ich konnte zeigen, 
daB dieser Pilz hier ebenfalls Citronensiure bilden kann. 


a) Acidititsbestimmungen. 


Je 10 Gew.-°/, Glycerin (100 cem), Pilz IV, 34—36° (6 Versuche). 























Versuchs- " ber. auf 
aie Verbr. cem ane auf 100 cem Los. Mittel as 
Tage |Vers.1) 2 | 3 | 4 | 5 | 6 — g 

5 261 | 180 | 173 | 158 | 207 | 168 | 191 1,34 
10 322 | 232 | 214 | 461 | 805 | 285 | 303 2,12 
15 292 | 262 | 226 | 411 | 387 | 362 | 323 2,26 
20 | 298 | 308 | 221 | 434 | 356 | 874 | 328 2,30 
25 222 | 339 | 210 | 272 | 305 | 351 | 288 1,98 
30 169 | 226 | 198 | 161 | 243 | 271 | 211 1,48 





Minimaler Riicksiand. Reaktion von Denigés bei allen 
Versuchen positiv, nach Zusatz von Kalkwasser schied sich 
Citrat in der Hitze aus (mikroskop. Nadeln); Oxalsiure war 
nicht vorhanden. Die gréBte Siuremenge wurde durchschnitt- 
lich nach 20 Tagen erreicht, mittlere Ausbeute 23°/, des. 
angewandten Glycerins. 





} 
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6) Versuche mit Kreidezusatz. 


Je 10 Gew.-°/, Glycerin (100 eem) + 5 g CaCO,, 20—23° (6 Versuche). 





| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


© ~ ' = © 
2 g ze geléstes P i 5 25 = - E E np | Ritek: 
2 a |2 Ke Kalksalz]5 2] ..9°}] 54 2 ~ | stand 
52 155 \(mg Ca0)| 2” | 252] 3° [387 |img 
a re O OB] oO © 
1 5 37 0,92] 0,68 | 0 —— Gs 
2 10 28 2,00] 1,47 | 0 - 4,85 | Pits IV 
3 20 — 3,471 256 | 0 — | 0,92 
4 5 45 0,51} 0,38 | 0,78 | 0,67 | 7,32 
5 10 31 113] 0,83 } 1,52] 1,31 | 4,46 {Pits I 
6 20 42 1,44] 1,06 | 2,14] 1,85 | 0,55 


























Schon nach 2—3 Tagen Umsatz des Calciumcarbonats 
unter Kohlensiureentwicklung; in den Kulturen des Pilz IV 
nur Citrat (mikroskop. Nadeln), Oxalsiure fehlte hier. 
Pilz IL lieferte beide Siuren. Die kleinen Mengen des ge- 
lésten Kalksalzes erwiesen sich als Calciumcitrat. Glucon- 
siure konnte nicht festgestellt werden. Der Riickstand 
(unverbrauchtes Glycerin) zeigte sirupférmige Beschaffenheit 
von gelber Fiarbung. 


y) Versuche mit Sporenaussaat.”) 


Je 5 Gew-°/, Glycerin (100 ccm) + Niahrsalze, Pilz IV, 34—36° 
Versuchsdauer 14 Tage (4 Versuche). 














y ns-| Trock berechnet auf Rack 
ersuchs- | Trockengewicht} Ca-Citrat Citronensiure} Packstanc 
nummer |d. Decken in g 

- “ “ § 

1 1,35 | 1,47 1,08 0,34 

2 1,81\ 5 94 1,27 0,94 0,35 

3 in 0,96 0,71 0,57 

4 1,14 1,20 0,88 0,50 





*) Vgl. Anmerkung auf S. 185. 





a 
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Uberall flotte Pilzentwicklung, nach etwa 6 Tagen zu. 
sammenhingende gekrauselte Decken von normalem Aussehen. 
Es wurde nur Citronenséure nachgewiesen, genau wie in 
den entsprechenden Versuchen mit fertigen Pilzdecken. Die 
mittlere Ausbeute betrug 0,90 g = 18°/,, das Deckengewicht 
(Trockensubstanz) 1,14 g = 22,8°/, vom angewandten Glycerin. 


b) Glycerose. 


«) Acidititsbestimmungen. 


Je 10 g Glycerose (Schuchardt) (100 eem), Pilz 1V, 34 —36° 


(2 Versuche). 








Versuchs-}| Verbr. ccm n/10-NaOH auf Mitel ber. anf 
dauer 100 cem Lésung . _ Citronensiure 
mm wer 
Tage Versuch 1 | 2 g 
& |  @8° ~)- om ye ee 7 ae 

10 396 | 309 353 2,47 
15 847 | 407 377 2,64 
20 331 | 344 338 2,37 
25 243 | 296 270 1,89 
30 146 208 177 1,24 











Minimaler Riickstand. Auch hier nur Citronensiure, 
die Héchstmenge nach 15 Tagen, mittlere Ausbeute 2,64 g = 
26,4°/, der angewandten Glycerose. 


8) Versuche mit Kreidezusatz. 


Je 5g Glycerose (100 cem) + 2 g CaCO,, Versuchsdauer 15 Tage, 
34— 36° (2 Versuche). 








5 5 * gelistes —_— ber. auf Ca- | ber. auf ne 

es 2 | Kalksalz 7°" \tratloitronen-| Oxalat | Oxal- |¥C* 

5 a | Nr. (mg CaQ, saiure siure stand 
1 | IV 27 2,03 1,50 0 — 0,89 
2] I 43 1,14 0,84 1,81 1,56 | 0,38 


























ZU- 
en 
in 
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Deutliche Kalksalzabscheidung wie bei den entsprechenden 
Glycerinversuchen. Pilz II bildete auch hier Citronen- und 
Oxalsiure, wihrend Pilz IV wiederum nur Citronensiure 
lieferte. Die erhaltenen Siureausbeuten sind prozentual etwas 
gréBer als die aus Glycerin, doch berechtigt der Unterschied 
kaum zu besonderen Folgerungen (Versuchsschwankungen). 
Die minimalen Mengen gelésten Kalksalzes erwiesen sich als 
Citrat. Glucons&ure wurde auch hier nicht gefunden. Gly- 
cerose schlieBt sich demnach ganz dem Glycerin an. 


Alle diese Versuche zeigen, daf beide Pilze aus Gly- 
cerin wie aus Glycerose Citronensiiure bilden kénnen. 
Pilz II liefert dabei in der Hauptsache Oxalsiure. Eine 
weitere Saiure wird nicht angehiuft. 


2. Verbindungen mit 4 C-Atomen. 
Erythrit. 


«) Acidititsbestimmungen. 


Je 10g Erythrit (100 cem), 34—36° (4 Versuche). 


























= . 

Versuchs Verbr. ecm n/10-NaOH auf 100 cem Lésung 
dauer 
Tage Versuch 1 | 2 3 | 4 
5 0 0 115 141 
10 0 0 159 239 
15 0 0 179 183 
20 0 0 204 «168 
Riickstand in g | 5,8 4,0 | 0,85 | 0,60 
Pilz IV Pilz Il 


In den Kulturen des Pilz 1V war keine Siuerung fest- 
zustellen, sehr langsamer Erythritverbrauch. Pilz II lieferte 
Oxalsiure (beim Versetzen mit Kalkwasser Oxalatabschei- 
dung); Citronensiure fehlte auch hier (Reaktion von Denigés 
negativ), merklich schnellerer Verbrauch des Erythrits als in 
den Versuchen mit Pilz IV. 
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8) Versuche mit Kreidezusatz. 


Je 5g Erythrit (100 eem) + 2g CaCO,, 20—23° (3 Versuche). 











a S Sas Versuchs- vs a Ca- ber. auf | Riick- 

= 2 ytNZ) dauer | 8° Ostes |Ca-Citrat) O .jat}] Oxal- | stand 

= 5 | Nr. ie Kalksalz sili 

> a an ns [See eee me 
1 | Iv 15 0 0 0 _ 256 j} 
21 I 5 0 0 0,75 0,65 | 297 
3 | II 15 0 0 1,41 1,22 | 0,25 























In den Kulturen von Pilz II war schon nach 3 Tagen 
Oxalatabscheidung wahrzunehmen; Citrat fehlte. Pilz IV 
bildete auch hier keine Saure, trotzdem ein allerdings sehr 
langsamer Verbrauch des Erythrits stattfand. Lésliches Kalk- 
salz war in keinem Versuche vorhanden. 


y) Versuche mit Sporenaussaat.*) | 


Je 5g Erythrit (100 cm) + Nihrsalze, Pilz IV, 34— 36°. 
Versuchsdauer 15 Tage (3 Versuche). 





Versuchs-| Trockengewicht Riickstand 














; Ca-Citrat 
nummer | der Decken in g g 
1 0,33 | 0 1,42 
0,25 0.33 0 1,58 
3 0,41 0 1,90 


Die Versuche zeigten langsames Pilzwachstum. Nur sehr 
diinne nicht gekriuselte Decken mit starker Sporenbildung, 
mittleres Deckengewicht 0,33 g (= 9,8°/, vom verbrauchten 
Erythrit). Siure war nicht vorhanden. 

In simtlichen Erythritversuchen war demnach keine 
Citronensiurebildung festzustellen, wie auch andere von 
friiheren Untersuchern gepriifte Verbindungen mit 4 C-Atomen 
— Weinsiiure [Elfving®)], Apfel. und Bernsteinsiure [But- 
kewitsch?)] — diese Siure nicht lieferten. 


*) Vgl. Anmerkung auf S. 185. 
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3. Pentosen. 
a) Xylose. 


a) Acidititsbestimmungen. 
10 g Xylose (100 cem), Pilz IV, 34—36° (1 Versuch). 





Versuchs- jeem n/10-NaQH]  berechnet. auf 
dauer auf 100 eem Citronensiure 
Tage Lésung g 

5 177 1,24 
10 292 205 
15 255 1,79 
20 213 1,49 
25 89 1,32 








Minimaler Riickstand, Reaktion von Denigés_positivy, 
beim Versetzen mit Kalkwasser Ausscheidung von Citrat in 
der Hitze (mikroskop. Nadeln), Oxalsaiure war nicht vor- 
handen. Sauremaximum nach 10 Tagen = 20,5°/, der an- 
gewandten Xylose. 


8) Versuche mit Kreidezusatz. 
Je 5g Xylose (100 cem) + 2 g CaCO,, 20—23° (3 Versuche). 








_ Ce _— 
Ot z . x a 9 b.. ae . 
a3 Pil Sq | gelistes | + wiz 2 Hl = wlan Riick- 
~ 1LZ m2 : ial L =| ‘ ~o Im ) 
= N = | Kalksalz Sates eS a toe stand 
aed es i F. = 1 o- sy ~ ae — 2) Bs 
2 2 = (mg CaO)] 2 ee Ne 
- = tn 3 ra 
o OQ vOnino o© 
S 2 2 g 
1 Vv 15 49 1,57 1,16 0 — 0,25 
2 II 5 32 10,73 | 0,54 | 1,09 | 0,94 2.10 
3 Il 15 52 0,56 | 0,41 1,54 1,33 Spur 


























Schon nach 2—3 Tagen Kalksalzabscheidung unter 
Kohlensiureentwicklung. Simtliche Versuche lieferten Citrat 
(mikroskop. Nadeln, Reaktion von Denigés positiv).. Oxalat 
wurde wie sonst nur in den Kulturen des Pilz II gefunden. 
Die kleinen Mengen gelésten Kalksalzes erwiesen sich als 
Citrat. 
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b) Arabinose.*) 


«) Aciditatsbestimmungen. 


Je 10 g Arabinose (100 ecm), Pilz IV, 34—36° (2 Versuche). 








Versuchs- ecm n/10-NaOH auf berechnet auf 
dauer 100 cem Loésung Mittelwert | Citronensiure 
Tage Versuch 1 2 g 

> 147 106 127 0,89 
10 173 158 166 1,16 
15 156 188 172 1,20 
20 134 184 159 1,11 
29 | 113 123 118 0,83 

Riickstand 0,38 0,35 0,37 
in g 











Citronensiurenachweis bei beiden Versuchen positiy, 
Sduremaximum nach 15 Tagen, mittlere Ausbeute 12°/, der 
angewandten Arabinose, Oxalsiiure fehlte. 


+) Versuche mit Kreidezusatz. 


Je 5g Arabinose (100 cem) + 2g CaCQO,, 20—23° (3 Versuche). 





i a : Ce 
a = : aq “la re 
mM —_ & ee vw - ee 
= 7 a eléstes | os] = 5 Riick- 
Se |piz | sale Sw] Se=] Seo | SS v0 
= ¢ : = 3 |Kalksalz|>~ .|] doo] *_ Jaa, stand 
25 Nr. =a | nies Soe BOS tS 
2 a (mg CaQ)] 4 pa ee 
Me C ZOulo LO 
~ 
IV | 15 85 0,72 | 0,53 | 0 _ 0,49 
2 I] 5 51 0 — 0,70 0,60 2,98 
3 II 15 _ 0,37 | 0,27 1,00 0,86 Spur 


























Kalksalzabscheidung auch hier wie bei Xylose, 
Pilz IV bildete nur Citrat, Pilz II Oxalat, daneben in 
Versuch 3 auch etwas Citrat. Die geringen Mengen des ge- 
listen Kalksalzes erwiesen sich ebenfalls als Citrat. 


*) Citronensiiurebildung aus Arabinose ygl. Butkewitsch.‘) 





LV 
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y) Versuche mit Sporenaussaat.*) 
la 5 g Arabinose (100 cem) + Nihrsalze, Pilz IV, 34—36°. 
Versuchsdauer 14 Tage (3 Versuche). 





Vv h Trockengewicht Ca-Ci berechnet auf 
/ersuchs- fa-Uitrat ’ 
der Decken Citronensiure 

nummer 

| g g g 

1 0,96 0,45 0,33 

2 0,85 ¢ 0,85 0,49 0,36 

8 0,67 0,30 0,22 











Minimaler Riickstand. Hier mittelmaiBiges Wachstum, 
erst nach etwa 8 Tagen hatten sich zusammenhingende Decken 
gebildet. Citronensiiure wie in den vorhergehenden Ver- 
suchen, mittlere Ausbeute 0,30 g = 6°/,, Deckengewicht 0,83 g = 
16,6°/, der angewandten Arabinose. 

Hiernach werden die Pentosen (Xylose und Arabinose) 
durch beide Pilze in Citronensiure umgesetzt. Die besten 
Ausbeuten liefert Pilz IV. In den Kulturen des Pilz It findet 
sich wie gewdhnlich in der Hauptmenge Oxalsiure. Eine 
weitere Siiure wird nicht angesammelt. 


4. Verbindungen mit 6 C-Atomen. 
Citronensiurebildung aus Glucose und Fructose ist hin- 


reichend bekannt, hier folgen einige Vergleichsversuche. 


a) Glucose. 
a) Acidititsbestimmungen. 
Je 10g Glucose (100cem), Pilz 1V, 34—36° (5 Versuche). 

















Veewmalie Verbr. ccm n/10-NaQH auf 100 ecm Losung | 3 + es - aid 
aqauer een SV IF am 
Tage Vers. 1 2 8 4 | 5 = 5s “7 

5 369 a3 | ast | oot 273 | 341 | 2,39 
10 534 | 574 | 578 | 487 | 421 | 518] 3,68 
15 436 566 | 584 | 478 425 497 | 3,48 
20 440 494 | 510, | 449 | 872 453 | 3,17 
25 342 511 460 | 3874 | 821 | 402] 2,82 
30 349 484 407 365 | 292 | 878] 2,65 


*) Vel. Anmerkung auf S. 185. 
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Minimaler Riickstand. Es resultierte nur Citronens&ure, 
die gréBte Menge durchschnittlich nach 10 Tagen, mittlere 
Ausbeute 36,3°/, der angewandten Glucose. Oxalsiure fehlte. 


8) Versuche mit Kreidezusatz. 
Je 10g Glucose + 5g CaCO,, 34—36° (4 Versuche). 





| 
| 














- ° “eo “1 
oe) 22l2sae2 12 |e2|4 15/3 
Sel sn |G sClaaeu ow] ee] Sw] sa | so 
eBEle, (SMesSslOs|eclos| es |ae 
Se) S8 joe ce] se [sel e [ee] 3 
= “= = 4 Vie ey 
1 5 | 126 | 0,88 | 3,47 | 2,56 | 0 — | 5,60 ae 
ee » |f Pilz IV 
2 10 72 | 0,50 | 5,03 | 3,71 0 1,92 
8 5 320 2,24 | 2,20 1,62 0,62 0,54 | 4,42 Pilz I 
4 | 10 | 217 | 1,52 | 3,03 | 2,23 | 1,57 | 1,35 | 2,68 





























Schon nach 2—3 Tagen Kalksalzabscheidung unter 
Kohlensiureentwicklung. Pilz IV lheferte Citrat in kugeligen 
Aggregaten (mikroskopische Nadeln), Pilz II hier Citrat und 
Oxalat (Abscheidung in Krusten am Boden der KulturgefaiBe 
und an den Pilzdecken). Die groBen Mengen gelésten Kalk- 
salzes in den Kulturen beider Pilze deuteten auf das Vor- 
handensein von Gluconsiure. Durch die niahere Priifung 
(wie 8.179 angegeben) wurde diese Saure eindeutig festgestellt. 


b) Fructose. 
a) Acidititsbestimmungen. 
Je 10g Fructose (100 eem), Pilz IV, 34—36° (5 Versuche]l. 











Versuchs-| ¢em verbr. n/10-NaOH auf 100 cem Lésung | + + as a bp 
ai ac cicctesencoedecececrseetas penne eS So 2 . @@ 
Tage | Vers.1| 2 | 3 | 4 | 5 a ieee 

8 | | ses 
5 165 183 | 104 123 170 | 147 | 1,03 
10 173 ; 299 | 151 157 | 244 | 205 | 1,44 
15 219 276 277 172 | 220 | 2338 | 1,68 
20 198 257 252 163 203 | 215 | 1,51 
25 169 235 252 116 = 227 | 200} 1,40 
30 157 183 212 98 | 173 | 164 | 1,15 








Riiek- m | 
stand in g | 
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* Citronensiurenachweis bei allen Versuchen positiv, Saure- 
‘a maximum durchschnittlich nach 15 Tagen, mittlere Ausbeute 
" 16,3 °/, der angewandten Fructose. Kine andere Saure war nicht 
vorhanden. Hier ist die schwache Siuerung gegeniiber Glucose be- 
merkenswert. 
- 5) Versuche mit Kreidezusatz, 
Je 10g Fructose (100 cem) + 2g CaCO,, 20—23° (6 Versuche). 
|. ol « “7 iE t.° = 
ne | 2OloaNay © . < b. ~ © S 
Se) Se [820] fom | eS | Sm] a2 | S w 
eel es ise] Os | 2108 | ee 48 
: Sal Sg jos -] 2 ome an 1B 
y be Be i : 
5 25 | 0,86 | 0,63 | 0 7,87 
2 10 88 | 1,43 | 1,05 | 0 5,04 | Pilz IV 
3 20 2,32 | 1,71 | 0 3,26 
r 4 5 50 | 0,42 | 0,31 0,62 | 0,54 | 7,12 | 
1 5 10 35 0,30 0,22 1,57 35 | 5,28 J Pilz I 
1 6 20 - 0,51 0,38 1,68 1,45 | 2,717 | 
, In simtlichen Versuchen nach 3—4 Tagen Kalksalz- 
; abscheidung; Pilz IV lieferte nur Citrat, Pilz I wie sonst 
: Oxalat und Citrat. Die minimalen Mengen gelésten Kalk- 
salzes erwiesen sich als Citrat, Gluconsiure war nicht vor- 
handen. Die Riickstiinde (unverbrauchte Fructose) zeigten sirup- 


formige Beschaffenheit (gelb bis braune Farbung). 


y) Versuche mit Sporenaussaat.*) 
Je 5g Fructose (100 cem) + Nihrsalze, Pilz IV, 34- 36°, 
Versuchsdauer 14 Tage (4 Versuche). 








| y | Trockengew. Ca-Ci Ber. auf 
vty : = a- l Pat . 
en der Decken sili Citronen- 
nummer : in g eS 
in g siure 
1 0,79 ) 0,65 0,48 
2 112] 0,78 0,57 
0.8% ; 
3 0,70 0,41 0,30 
4 0,85 0,60 0,44 











Minimaler Riickstand, gutes Wachstum des Pilzes, doch 
nicht in dem MaBe wie auf Glucose. Nach 5—6 Tagen hatten 


*) Vgl. Anm, auf S. 185. 
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sich zusammenhingende Decken gebildet. 





Mittlere Citronen- 


siureausbeute 0,45g = 9°/,, Decken-Trockengewicht 0,87 g 
= 17,4°/, der angewandten Fructose. 


c) Galaktose. 


«) Aciditatsbestimmungen. 











Je 10g Galaktose (100 cem), Pilz IV, 34—36° (5 Versuche). 
ae 7 alien . it 7 iS se 
Versuchs-| Verbr. cem n/10-NaOH auf 100 eem Lésung ae 1825 3 wo 
dauer [| : voneren a SoO1o. aq 
Tage | Vers. 1 2 3 4 3 i 3 = 
5 | 8 17 | 2 21 | 21 | 22 | 0,15 
10 58 | 52 62 58 3 55 «| «(0,89 
15 59 60 64 51 49 58 | 0,41 
20 42 | 59 62 D3 45 52 0,36 
25 60 09 61 58 43 56 0,40 
30 67 | 62 54 66 ol 60 0,42 
Riick- | i155 | 1,69 | 1,10 0,92 1,61 | 1,38 
stand in g | | 














Citronensiiurenachweis bei allen Versuchen positiv, Oxal- 
siure wurde nicht gefunden. Die Aciditat stieg bis zum 10. Tage 
und hielt sich dann bis zu Ende der Versuche nach 30 Tagen 
ziemlich auf gleicher Héhe. Die mittlere Siuremenge betrug nach 
dieser Zeit 4,2°/, der angewandten Galaktose, demnach ist die 
Siuerung wesentlich geringer als bei den iibrigen gepriiften Hexosen. 


°) Versuche mit Kreidezusatz. 





Je 10¢ Galaktose (100 eem) + 2g CaCO,, 34—36° (6 Versuche). 
eee ~ |. on . +> © . 
m i oh ep ns “- _ e S&S oH = : 
Sg }on|SsO}] eu] at | teo | aia | S to 
S = S ~ (ost wloOg °° “ ~ cP. ad 
= - = — = cS ~ ~ | 
eo | 88 eget” aes 1%" i238 i 
= s § So sine es) < ~2 
7 3 5 Re Oo |oO oO} 
1 5 42 | 0,33 | 0,24 | 0 -— % 629 
2 10 32 | 0,51 | 0,38 | 0 — | 6,84 {pins IV 
3 20 0,53 | 0,82 3,58 
5 0 1o — | 0,42 | 0,36 | 7,82 | 
5 10 0 | 0 0.78 | 0,67 | 5,97 | Pilz 
6 20 0 | 0 és 1,00 | 0,86 | 3,82 | 
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In simtlichen Versuchen Kalksalzabscheidung. Pilz IV 
lieferte Citrat in kugeligen Aggregaten (mikroskopische Nadeln). 
Die kleinen Mengen geldésten Kalksalzes erwiesen sich als 
Citrat. Pilz IL bildete Oxalat in Krusten am Boden der 
KulturgefiBe und an den Pilzdecken, Citrat wurde hier nicht 
festgestellt, ebenfalls kein lésliches Kalksalz. Der Verbrauch 
der Galaktose ging sehr langsam von statten. 


y) Versuche mit Sporenaussaat.*) 
Je 5g Galaktose (100 cem) + Niihrsalze, Pilz IV, 34—36°, 
Versuchsdauer 14 Tage (3 Versuche). 





Trockengew. Ber. auf 


Y a t oe 
Jersuchs- a-Citr: ' ‘kst: 
Versuchs Bie Diantiain Ca C trat iit icatie Rit kstand 
nummer ; in g “ in g 
in ¢g siiure 

1 0,61 0,12 0,09 0,77 

2 0,39 7 0,02 Spur a 0,89 

3 0,57 | 0,19 0,14 0,34 














Langsames Pilzwachstum, erst nach etwa 10 Tagen hatte 
der Pilz die Oberfliche der Kulturfliissigkeit bedeckt. Es 
bildeten sich kaum gekriuselte, diinne Decken mit starker 
Sporenentwicklung, Trockengewicht durchschnittlich nur 10,4°/, 
der angewandten Galaktose. Citronensiiure war in minimalen 
Mengen vorhanden. 

d) Mannose. 
a) Acidititsbestimmungen. 
Je 10 g Mannose (100 cem), Pilz IV, 34—36° (2 Versuche). 





Versuchs- | Verbr. ecm n/10-NaOH Ber. auf 
dauer auf 100cem Lésung Mittelwert | Citronens. 
Tage Vers. 1 2 in g 

5 94 133 114 C80 
10 175 213 194 1,36 
1) 254 287 271 1,90 
20 O75 | 241 258 1,81 
25 297 (927 262 1,83 
30, 231 | 180 206 1,44 














*) Vgl. Anm. auf 8S. 185. 
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Minimaler Riickstand, die Siure erwies sich als Citronen- 
siure (Reaktion von Denigés positiv, beim Versetzen mit 
Kalkwasser Ausscheidung von Citrat in der Hitze), gréBte An- 
sammlung durchschnittlich nach 15 Tagen, mittlere Ausbeute 
19°/, der angewandten Mannose, Oxalsiure nicht vorhanden. 


8) Versuche mit Kreidezusatz. 
Je 5g Mannose (100 cem) + 2g CaCO,, 34—36° (4 Versuche). 





| 
{ 
| 


| 


ay | alors & mae | & we | 
VOR ~ «4 ee 

Se [tae les] eu] so | tm] ea | Se 

Ss SoS 1:0 4 al 7 - Oo = Mi 

m 5 RD ty fas & Og mS Oa ha “eg 

SE) os bbe ctle lar as pe — 
> > 2 see om 3 — % ss 

oS EL © Oo co) pa 

1 5 | 34 | 0,77 | 0,57 | 0 ni. ee 
2 15 | 21 | 1,02 | 0,75 | 0 — — fore 

: 5 43 0,46 0,34 0,63 0,55 135 Dh ass 

, P : e | Pilz 1] 
4 15 | — | 040 | 0,29 | 093 | o80 | — 


























Bei beiden Pilzen schon nach 2—3 Tagen Kalksalzabschei- 
dung, Pilz 1V lieferte Citrat (mikroskopische Nadeln), Pilz I] 
in der Hauptmenge Oxalat. Eine weitere Siure wurde nicht 
gefunden. Die kleinen Mengen gelésten Kalksalzes erwiesen 


sich als Citrat. 
e) Mannit.*) 


«) Acidititsbestimmungen. 
Je 10 g Mannit (100 cem), Pilz IV, 834—36° (5 Versuche). 











Versuchs-| Verbr. cem n/10-NaOQH auf 100 cem ei anf 
dauer Lésung — Citronen- 
r | : wer - ° 
Tage | Vers. 1 9 | By | 4 | 5 siiure in g 
| ae | 
5 103 95 | 64 | 84 | 16 84 0,54 
10 149 176 | 139 | 134 7 119 143 0,92 
15 172 | 209 | 118 | 178 | 132 162 1,04 
20 192 | 258 | 144 | 231 | 129 190 1,22 
25 145 | 265 | 182 | 172 152 173 1,11 
30 205 | 240 | 139 | 192 | 146 184 1,18 
Riick- | 116 | 094 | 0,80 | 1,00 | 0,42 | 0,86 
stand in g | | 














*) Citronensiurebildung aus Mannit vgl. Butkewitsch.‘) 
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itronensiurenachweis bei allen Versuchen positiv. Siure- 
maximum durchschnittlich nach 20 Tagen, mittlere Ausbeute 
12,2°/, des angewandten Mannits. Oxalsiiure wurde auch hier 
nicht gebildet. 


6) Versuche mit Kreidezusatz. 
Je 10g Mannit (100 cem) + 2g CaCO,, 20—23° (4 Versuche). 











CS ~~ eee 2 aa a* 

‘ ' AD nos ane Cy m2 3 e boa "So 

TS wa ns & a a — = oe S 

aclact toaeo| &, = © ey aes a 

a = : isi = . wn mn 

ns T2 tu SS om bow Og ~ Oo Od oS = ie 

ol =} a ® Y 3 = tom oOo , on Ge Cc) om 

~ Oe ee ang a b a ~ we eel 

SA ing (OM .| 2 a= 3 Mn | 3 

5 | 26 | 065 | 0,48 | 0 we aT 
a se ~ 1iZ 

2 15 40 1,51 1,11 0) - 2,51 

9 | = € © Or ¢ 197 7 OF 

oO ov 31 0,34 Q.29 0,31 O,2% (,39 Pilz II 

4 15 — 0,56 | 0.41 | 0,87 | 0,75 | 3,06 























Kalksalzabscheidung wie bei den Mannoseversuchen, Pilz IV: 
Citrat, Pilz Il: Citrat + Oxalat, keine sonstige Siiure. Die 
Ausbeuten sind noch geringer als bei Mannose. 


vy) Versuche mit Sporenaussaat.*) 
Je 5g Mannit (100 eem) + Nihrsalze, Pilz IV, 34—386°. 
Versuchsdauer 14 Tage (4 Versuche). 








Versuchs- | Trockengew. der | Ca-Citrat Ber. auf Riickstand 
nummer Decken in g in g Citronens. in g 
I 0,51 0,48 0,35 0,92 
2 0.78 0,60 0,44 0,67 
0,68 . 
8 0,73 f’ 0,69 0,51 0,80 
4 0,63 0,52 0,38 0,87 














Mibiges Pilzwachstum, erst nach 5—6 Tagen hatten sich 
zusammenhiingende Decken von normalem Aussehen gebildet. 
Citronensiurenachweis positiv wie zuvor. Mittlere Siureaus- 
heute 0,42 ¢g=8,4°/, und Deckentrockengewicht 0,68 g= 13,6 °/, 
des angewandten Mannits. 

Aus den Versuchen dieses Abschnittes geht hervor, dab 
Glucose, Mannose, Fructose, Mannit und Galaktose 





*) Vgl. Anm. auf 8. 185. 
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durch beide Pilze quantitativ sehr ungleich in Citronen- 
siiure umgesetzt werden, die erhaltenen Ausbeuten nehmen 
in der gegebenen Reihenfolge ab. Pilz II lieferte in der Haupt- 
menge Oxalsiure. Gluconsiure wurde nur aus Glucose erhalten. 


5. Heptosen. 


«) Acidititsbestimmungen, 
Je 5g (100 ccm) Glucoheptose (Schuchardt), Pilz [V, 34—36°, 
Versuchsdauer 20 Tage (3 Versuche). 

Diese Versuche verliefen volikommen negativ, keine 
Saiureansammlung. Ein Verbrauch der Heptose wurde nicht 
festgestellt. 

0) Versuche mit Sporenaussaat.’) 
Je 1,25 g¢ Glucoheptose (25 ecm) + Nihrsalze, 34—36° (6 Versuche). 

Ks kam nur zur Sporenkeimung ohne weitere Mycel- 
entwicklung. Zu 2 Kulturen wurde nach 22 Tagen je 0,5 ¢ 
Rohrzucker hinzugefiigt. Hier bildeten sich sogleich normale 
Pilzdecken. Hiernach vermag der Pilz die Glucoheptose offen- 
bar nicht auszunutzen, sie ist fiir ihn eigenartigerweise ohne 
jeden Nihrwert. Dagegen entwickelten sich spiter in den alten 
offenstehenden Lésungen Bakterien. 


6. Disaccharide. 


a) Maltose. 
a) Acidititsbestimmungen. 
Je 10g Maltose (100 eem) Pilz IV, 34——-36° (5 Versuche). 

















Versuchs-} Verbr. cem n/10-NaOQH auf 100 cem Ber. aut 
dauer Losung Mittel- Citronen- 
Tage ae : . war siiure in ¢ 

ers. 12 8 4 5 
5 205 | 168 | 254 | 278 | 249 | 231 1,62 
10 392-856 = 466 | 482 | 876 415 2,91 
15 502 | 484 , 495 | 544 | 564 516 3,61 
20 598 453 | 476 | 626 | 533 536 3,76 
25 590 446 | 512 | 541 | 567 531 8,72 
30 611 408 | 560 | 494 410 497 3,48 


“) Vel. Anmerkung auf S. 185. 





a 
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a 
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Minimaler Riickstand, siimtliche Versuche lieferten Ci- 
tronens&ure in erheblichen Mengen (Reaktion von Denigés 
positiv, beim Versetzen mit Kalkwasser Ausscheidung von 
Citrat in der Hitze). Siuremaximum nach etwa 20 Tagen, 
mittlere Ausbeute 37,6°/, der angewandten Maltese, keine 
Oxalsiiure. 


6) Versuche mit Kreidezusatz. 


Coq 


10 g Maltose (100 eem) + 5 g CaCO,, 34—36° 
(6 Versuche). 

















ho 
5o8 ~ ' o——~ e © | = 
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. — — e e ‘ _ es o— oS «= OO om 
= a m —, = © yes — = ' @ ew Ha} 
zo 2s [523 Id [eORzIF [SBS Ie 
Sis | Se las I~ [a- 71? [ae 
ae hae oO m=O i i i a 
= ; | | 
1} 10 80 056 13,591 264 10 | — [4,12 | 
»Pilz IV 
2] 20 18 D574 4,10 [0 - 0,63 | 
3 10 189 1,32 2,28 1,68 1.52 1,31 3,55 
‘ ¢ ’ ov ¢ ‘ o>) = 9) 96 ‘ 
4] 20 92 0,64 [3,244 2,3: 2,40} 2,33 | 0,20 
a 5 1,35 ¢ 1,18 1,32 0,97 0,69 0,60 4,96 18 Pilz II 
Glueonat 
> od ~ - - - OO) 
6 10 1,91 g 1.67 1,56 115 1,75 1,51 2,82 
| Glueconat 





























Uberall reichliche Kalksalzabscheidung unter Kohlensiiure- 
entwicklung. Pilz IV lieferte Citrat in kugeligen Aggregaten 
mikroskop. Nadeln), Pilz II ein Gemisch von Citrat und 
Oxalat (Krusten). Die relativ groBen Mengen gelésten Kalk- 
salzes deuteten auf das Vorhandensein von Gluconat. Bei 
Versuch 5 u. 6 wurde dieses (wie S. 179 angegeben) mit Al- 
kohol ausgefallt und identifiziert. 


Maltose ergibt demnach annihernd die gleiche Siure- 
menge wie Saccharose und Glucose. 
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b) Lactose. 
a) Acidititsbestimmungen, 
Je 10 g Lactose (100 ecm), 34—36° (6 Versuche). 




















Versuchsdauer Verbrauchte ccm n/10-NaOH auf 100 cem Lésung 
=e Vers. 1; 2 | 3 | 4 | 5& | 6 
5 5 | 9 | 8 | 11 | 12 | 6 
10 0 | 7 | 8 | 15 | 2 | 18 
20 0 | 5 | 6 | 16 | 2 | 49 
30 gs | 2 4 | 18 | 20 | 45 

Riiekstand ing | 6,50 | 5,62 | 5,84 | 5,84 | 4,28 | 5,29 


| Pilz IV Pilz II 


Aciditiit hiernach minimal, Citronensiiure war nicht 
mit Sicherheit festzustellen. (Reaktion von Denigés schwach 
positiv). Aus den Kulturlésungen des Pilz If schieden sich 
beim Versetzen mit Kalkwasser Spuren von Oxalat ab. Der 
Milchzucker wird zwar sehr langsam, aber doch merklich ver- 
braucht, scheinbar ohne vorhergehende Invertierung, in der 
Kulturfliissigkeit waren durch Osazonprobe weder Glucose noch 
Galaktose nachzuweisen. 


6) Versuche mit Sporenaussaat.*) 


Je 5g Lactose (100 ecm) + Nihrsalze, Pilz IV, 34--36°, 
Versuchsdauer 14 Tage (4 Versuche). 





Versuchs- Trockengewicht der Ca-Citrat Riickstand 














nummer Decken in g in g in g 
1 0,27 0) 3,96 
2 0,33 0.36 0 3,85 
3 0,50 0 3,17 
4 0,34 | 0 4,09 


Sehr langsames Pilzwachstum, es bildeten sich diinne, 
wenig zusammenhangende Decken mit starker Sporenbildung, 
mittleres Deckengewicht 0,36 g = 29,3°/, der verbrauchten Lac- 
tose. Siureansammlung wurde nicht festgestellt. 





*) Vol. Anmerkung auf 8. 185. 
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Lactose liefert demnach im Gegensatz zu anderen Di- 
sacchariden (Saccharose, Maltose) keine Citronensiure, wie 
auch in Milchzuckerversuchen mit Citromyces [Wehmer”®)] 
ebenfalls diese Siure nicht gefunden wurde. 


Vs 


7. Vergleichende Zusammenstellung. 


Im folgenden sind die Mittelwerte der Citronensiure- 
héchstausbeuten und, soweit ermittelt, die Pilzdecken- 
gewichte (Trockensubstanz) zusammengestellt, wie sie sich aus 
den kreidefreien Versuchen dieses Abschnittes (Pilz IV) ergeben. 
Die Figuren zeigen den Sauerungsverlauf. Zum Vergleich ist 















































nochmals Saccharose (S. 172, Versuch e) mitangefiihrt. 
Citronensiure | Trockengewicht der 
ht C-Quelle in g aus je 10g | Decken in g aus je dg 
ih, (100 eem) C-Subst. | (100 cem) C-Substanz 
ch Saccharose . . . 4,48 — 
er Maltose .... 3,76 — 
\= Glucose... . 3,63 on 
as Glyeerose . . . 2,64 — 
si Glycerin. . . . 2,30 1,14 
- mye wt tk 2,05 — 
Mannose... . 1,90 — 
Fructose... . 1,63 0,87 
Mannit .... 1,22 0,68 
Arabinose . . . 1,20 0,83 
Galaktose . . . 0,42 0,52 
—_ Lactose .... 0 0,36 
Erythrit . .. . 0 0,33 
Glucoheptose . . 0 0 
Citronens.(g) 
2 | r 
ee Loe 
1 
2 os ae os on 
i 
1e, yA -” lyzerobe 
7 LLL _— 
ig, YA -“Vrabinose 
-_ ‘ ! 
LC ; | | 
5 10 15 20 25 30 lage 
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Citronens.(g) 
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Anhang. 


Verarbeitung der Kulturen und Bestimmungsmethoden. 


1. Die Pilzdecken wurden von der Kulturlésung abgehoben und 
mit heiBem Wasser abgespiilt, bei kreidehaltigen Versuchen auBerdem 
zur Entfernung des anhaftenden Kalksalzes mit verdiinnter heiBer Salz- 
siiure behandelt. Zur Bestimmung des Deckengewichtes (nur bei kreide- 
freien Versuchen aus Sporenaussaat) wurden diese bei 100—105° bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet. 

2. Die Kulturlésungen wurden bei Siedehitze vom Bodensatz 
abfiltriert (kreidefreie Kulturen waren zuvor mit Calciumearbonat im 
Uberschu& versetzt). Im Filtrat war zu bestimmen: a) das geléste 
Kalksalz, b) der unverbrauchte Zucker. 

a) Das in Lésung befindliche Ca wurde mit der gerade ausreichenden 
Menge Ammoniumoxalat als Calciumoxalat gefillt, dieses in verdiinnter 
heiber Schwefelsiiure gelést, mit n/10-Kaliumpermanganat titriert und 
hieraus der Gehalt an CaO berechnet (1000 cem n-KMnO, entsprechen 
28,035 ¢ CaO). 

b) Zur Bestimmung des unverbrauchten Zuckers wurde das vom 
Calciumoxalat getrennte Filtrat auf dem Wasserbade eingedampft und 
der Riickstand bei 100—105° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

8. Der Bodensatz (Citrat, Oxalat und unveriindertes Carbonat) 
wurde nach zwei verschiedenen Methoden getrernt. 

a) Das Kalksalzgemisch wurde vollstiindig in verdiinnter heiBer 
Salzsiure gelést, diese salzsaure Lésung in der Kilte mit Ammoniak 
neutralisiert, es fillt nur das Oxalat aus (bestimmt nach der Kaliun- 
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permanganatmethode), wiihrend sich das Citrat erst beim Kochen aus- 
scheidet (mikroskopische Nadeln). 

b) Nach einer anderen Methode [Butkewitsch®*)] wurde der Boden- 
satz in 100 ecm Wasser aufgeschwemmt, dann mit der dem angewandten 
Calciumearbonat iiquivalenten Menge 10°/,iger Salzsiiure versetzt und 
zum Sieden erhitzt. Unter diesen Bedingungen geht nur das Citrat 
und Carbonat in Lésung, wiihrend das Oxalat ungelést bleibt. Das 
von diesem getrennte Filtrat wurde mit Ammoniak in der Kiilte neu- 
tralisiert. Falls etwas Oxalat mit in Lésung gegangen war (iuBerst 
selten), fiel es hier aus und wurde mit dem ungelést gebliebenen Oxalat 
vereinigt. Das Filtrat wurde nun zum Sieden erhitzt, wobei das Citrat 
ausfallt. 

4. Das nach obigen Angaben erhaltene Citrat wurde ebenfalls 
nach zwei Methoden bestimmt. 

a) Gewohnlich wurde es bei 100—105° bis zum konstanten Gewicht 
getrocknet; zu beachten ist, daB dabei ein Teil des Krystallwassers ver- 
loren geht. Nach Wiistenfeld®) entweicht bei lingerem Erhitzen auf 
diese Temperatur etwa °/, des Krystallwassers, dieses entspricht einem 
Verlust von 9,5°/, der Substanz. Die zu niedrigen Werte der Citrat- 
bestimmungen sind demnach nicht nur durch die Léslichkeit des Citrats, 
sondern zum groBen Teil durch den Verlust beim Troecknen hervor- 
zurufen. 

b) Nach einer anderen Methode, die das Wigen des Citrats um- 
geht, wurde der Gehalt an Ca ermittelt und hieraus die vorhandene 
Menge Citrat bzw. Citronensiiure berechnet. Zu diesem Zwecke wurde 
der frisch ausgefillte Citratniederschlag in verdiinnter Salzsiiure gelést, 
das Ca in bekannter Weise mit Ammoniumoxalat als Calciumoxalat ge- 
fillt, dieses in verdiinnter Schwefelsiiure gelést und mit n/2-Kalium- 
permanganat titriert (1000 cem n-KMnQO, entsprechen 73,048 g Ca-Oxalat 
oder 95,069 g Ca-Citrat oder 70,037 g Citronensiure). 

Die Methoden der Citratbestimmung sind bekanntlich wenig 
genau. Kontrollversuche ergaben: Methode a) Verlust von 7T—10°/,, 
Methode b) Verlust von 3—5°/,. Im Vergleich zu den relativ griéBeren 
Versuchsschwankungen sind diese Verluste fiir die Beurteilung der Er- 
gebnisse nicht sehr wesentlich. 

Den Berechnungen ist stets der normale Krystallwassergehalt der 
Verbindungen zugrunde gelegt: 


Oxalsiiture . . . O,H,O,+ 2H,O 
Ca-Oxalat . . . ©,0,Ca + H,O 
Citronensiure . QO,H,H, + H,O 
Ca-Citrat . . . (C,H,;0,),Ca, + 4H,O 
Gluconsiure . . ©,H,,0, 
Ca-Gluconat . . (C,H,,0,),Ca + H,O 
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Zusammenfassung. 


Von den Versuchspilzen bildete der eine (Pilz IV) Ci- 
tronen- und Glucons&ure, der andere (Pilz II) neben 
diesen auch Oxalsiure. Die auftretende Gluconsiure wurde 
bald wieder verbraucht, dann folgte Citronensiure, so daB in 
alten Kulturen nur noch Oxalsiure vorhanden war. 

Citronensiure entstand aus Verbindungen mit 8, 5 und 
6 C-Atomen (Glycerin, Glycerose, — Xylose, Arabi- 
nose — Glucose, Fructose, Mannose, Mannit, Galak- 
tose); Substanzen mit 4 und 7 C-Atomen (EKrythrit — 
Glucoheptose) gaben keine Siure. 

Gluconsiure wurde nur aus Glucose, Saccharose und 
Maltose erhalten. In Kulturen mit den iibrigen genannten 
Kohlenhydraten wurde weder diese noch eine andere dem 
angewandten Zucker entsprechende Siure gefunden. 

Aus Gluconsiiure bildeten beide Pilze geringe Mengen 
Citronensaéure, Die erhaltenen Ausbeuten waren allerdings 
wesentlich geringer als in Glucose- und Saccharoseversuchen; 
es bleibt daher zweifelhaft, ob Gluconsaiure wirklich eine 
Zwischenstufe beim Ubergang von Glucose in Citronensiure 
bildet, vielleicht ist sie nur ein zeitweise vorhandenes Neben- 
produkt. 

Die den Nihrlésungen zugesetzten tiblichen Salze haben 
auf den SiiuerungsprozeB keinen merklichen EinfluB, bei Aus- 
schluB derselben (fertige Pilzdecken auf reinen Zucker- 
lésungen) wurde ebenso reichlich Siure gebildet. 

Die schnellste Siéiurebildung erfolgte bei 34—86° 
(Wachstumsoptimum des Pilzes). Unter 5° und iiber 50° weder 
Siuerung noch Pilzwachstum. 

Zusatz von Calciumcarbonat (Absattigung) hat, solange 
Zucker vorhanden ist, keinen wesentlichen EKinfluB auf die 
Citronensiureausbeute. 
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Uber das Vorkommen von Kerasin in der normalen 
Rindermilz. 


Von 
Dr. Erwin Walz, 
Assistent am physiologisch-chemischen Institut. 


(Aus dem phbysiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Marz 1927.) 


Vor einigen Jahren iiberraschte Hans Lieb?) durch die 
Mitteilung, daB das Cerebrosid Kerasin, welches bisher nur 
in der Nervensubstanz gefunden wurde und aus ihr sehr 
schwer rein zu gewinnen ist, in groBen Mengen (etwa 10°), 
der Trockensubstanz) in der Gauchermilz vorkommt und ohne 
Schwierigkeiten aus ihr isoliert werden kann. Mit dem be- 
nutzten Verfahren (Fillung des Alkoholauszuges mit Sublimat) 
lie8 sich aus normaler Milz kein Kerasin erhalten, wenigstens 
nicht bei Verwendung von etwa 22 g Organpulver (Lieb). Daf 
in der normalen Milz Cerebroside enthalten sind, ist schon 
1871 von Hoppe-Seyler?’) wahrscheinlich gemacht: er stellte 
fest, daB eine aus heiBen alkoholischen Ausziigen dieses Organs 
beim Erkalten ausfallende Substanz nach dem Kochen mit 
Siiure Reduktionsvermégen zeigt. 

Auf Veranlassung von Prof. H. Thierfelder habe ich es 
unternommen, die normale Milz auf das Vorkommen von Cere- 
brosiden zu untersuchen und zwar mit Erfolg. Auch hier 
handelt es sich um Kerasin. Die Isolierung war aber auBer- 
ordentlich miihsam und umstindlich und die Ausbeute eine 
geringe, 


1) Diese Zs. Bd. 140, S. 305 (1924). 
*) Mediz.-chemische Unters., herausgegeben von F, Hoppe-Seyler, 
4. Heft, S. 495 (1871). Berlin bei Hirschwald. 





(Jber das Vorkommen von Kerasin in der normalen Rindermilz. 211 


Aus Leber, Niere, Eigelb haben Levene und West?) 
Cerebroside dargestellt, aber es ist noch unentschieden, um 
welchen oder welche Kérper aus dieser Gruppe es sich handelt. 
Dasselbe gilt von dem von Rosenheim und Tebb?) aus Neben- 
nieren gewonnenen Cerebrosid, denn die Angabe der Autoren, 
daB Phrenosin vorgelegen habe, ist nicht bewiesen. 


Versuehsteil. 


Als Material dienten zunichst menschliche Milzen. Doch 
zeigte sich bald, daB die Menge dieser Organe*), die zur Ver- 
figung gestellt werden konnte, nicht ausreichte; auch erschien 
es angezeigt, ganz frische Driisen zu verwenden, was ja nur 
bei Verwendung von tierischen Organen mdglich ist. So sind 
alle Untersuchungen, von denen hier die Rede ist, mit Rinder- 
milzen ausgefiihrt worden. 

Ich iibergehe zahlreiche unbefriedigende Vorversuche und 
beschreibe nur das Verfahren, welches zum Ziele fihrte, dieses 
aber so eingehend, daS es auch von anderen wiederholt 
werden kann. 

Eine Menge von 45 kg Milz wurde von Fett und Binde- 
gewebe mdoglichst befreit, zweimal durch die Fleischhack- 
maschine getrieben, der Brei auf Glasplatten in diinner Schicht 
aufgetragen, mit Ventilatorhilfe bei 25—27° getrocknet, so 
iein als méglich pulverisiert und durch ein feines Sieb hindurch- 
geschickt. Das so erhaltene Pulver (7300 g) wurde je zur 
Halfte in einer groBen 7 Literstépseltlasche mit 5 Liter Petrol- 
‘ither (Siedep. 30—50°) auf der Maschine 2 Stunden geschiittelt. 
Nach mehrstiindigem Stehen hat sich das Pulver abgesetzt, 
die iiberstehende klare, starkbraune Fliissigkeit wird zum groBen 
Teil abgehebert, der Rest auf einer grofen Nutsche abgesaugt. 
Nach abermaligem Schiitteln mit neuem Petroliither kam es 
auch beim Stehen iiber Nacht zu keiner guten Abtrennung des 
Ungelésten von der Fliissigkeit, doch lieB sich durch wieder- 


') Jl. of Biol. Chem. Bd. 81, S. 649 (1917). 
*) J. of Physiol. Bd. 38, Proe. LIV (1909). 
*) Fiir die Uberlassung menschlicher Milzen ist das Institut Herrn 
Prof. Dr. Sechmineke zu Dank verpflichtet. 
14* 
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holtes Absaugen durch dasselbe Filter ein klares Filtrat er- 
halten. Dieselbe Erfahrung machte man auch bei den zwei 
weiteren Extraktionen, von denen die 4. einen ganz farblosey 
Auszug lieferte. Der Destillationsriickstand der 1. Extraktion , 
enthilt die Hauptmenge des Fettes, Cholesterins und der un- 
gesittigten Phosphatide, der letzte (4.) Auszug hinterlaBt nacl, 
dem Abdampfen nur Spuren eines Riickstandes. 

Das mit Petrolither erschépfte und durch Ausbreiten und 
Umwenden schnell vom Ather befreite Pulver (7 kg) wird in 
zwei gleichen Portionen mit je 8 Litern 75°/, Chloroform ent- 
haltendem Methylalkohol in einem 10 Liter-Rundkolben, welcher 
in einem auf 37° gehaltenen Wasserbad stand und mit Riick- 
fluBkiihler versehen war, unter hiufigem Schiitteln und Um- 
riihren wiederholt extrahiert, und zwar zweimal je einen Tag 
und zweimal je 2 Tage. Das Milzpulver quillt dabei auf. , 
Zur Gewinnung der Extrakte wird auf einer grofen Nutsche 
abgesaugt und mit demselben Loésungsmittel nachgewaschen, 
der Nutschenriickstand kommt nach Zerreiben sofort wieder 
in den Extraktionskolben. Der erste Extrakt ist stark braun 
gefirbt, der vierte, von hellgelber Farbe, hinterlaBt nur noch 
einen geringfiigigen Riickstand. Sie werden im Vakuum nahezu 
zur Trockne gebracht, vereinigt und stellen jetzt eine ziihe 
Masse dar. Bei der nun folgenden Behandlung mit 96°/, igem 
Alkohol bei 60° erweist sich ein erheblicher Teil als unlis- 
lich; er klebt nach dem Abfiltrieren (HeiBwassertrichter) und 
Trocknen zu braunen Klumpen zusammen, ist sehr aschereich, 
gibt die Biuretreaktion und wird nicht weiter untersucht. 

Aus dem Filtrat scheidet sich beim Abkiihlen ein reich- 
licher braun gefirbter, zum Teil kérniger und teilweise an der 
GefaBwand haftender Niederschlag ab, welcher auch nach dem 
Absaugen und starkem Auspressen noch viel Lésungsmittel 
enthilt, von dem er im Vakuum vollstaindig zu befreien ist. 
Man erhialt so ein ziemlich stark braunes, sehr hygroskopisches 
Produkt, das aber im trocknen Zustand pulverisierbar ist: 
A*) 160 g. 

*) Wegen dieser Fraktion A und der folgenden mit Buchstaben 
bezeichneten siehe das Ubersichtsschema. 
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Aus der Mutterlauge scheidet sich nach dem Einengen 
auf 1/, im Vakuum und Abkiihlen auf 0° ein 2. Niederschlag 
von iihnlichem Aussehen ab: B 40 g. 


Das Filtrat, aus welchem auch bei weiterem Kinengen 
und Abkiihlen kein festes Produkt mehr abzutrennen ist, wird 
mit Aceton ausgefillt. Die Fiillung stellt eine zihe, knetbare 
braune Masse dar, welche auch nach lingerem Verweilen im 
Exsiccator keine feste Beschaffenheit annahm. Sie wurde zur 
Entfernung des aufgesogenen Alkohols mehrmals mit Aceton 
von O° durchgeknetet: C. 

Die einzelnen Fraktionen werden méglichst fein zerrieben 
und in Pulverflaschen mit Petrolither auf der Maschine ge- 
schiittelt, bis keine gréBeren Partikeln mehr sichtbar sind, und 
dann zentrifugiert. Die Operation ist 3—4mal zu wieder- 
holen, bis der Petrolather, der sich zuniichst dunkelbraun 
farbt, véllig farblos bleibt und nach dem Verdunsten nur noch 
Spuren hinterlift. Nach dieser Extraktion betriigt das Gewicht 
der einzelnen Fraktionen, welche jetzt als Ap, Bp und Cp be- 
zeichnet werden, 80, 25 und 15g. Sie stellen schon recht 
hellfarbene Substanzen dar, welche nur noch wenig hygro- 
skonisch sind und sich gut pulverisieren lassen. 

Ap gab einen starken Ausfall der Molischschen Probe*) 
und zeigte nach der Hydrolyse einen Zuckergehalt**) von tiber 
3°/,, Bp gab auch die Molischsche Probe aber in geringerem 
Grade, Cp schien auf Grund dieser Probe zuckerfrei zu sein. 
Dieses verschiedenen Zuckergehaltes wegen wurden die einzelnen 
Fraktionen nicht vereinigt, sondern getrennt weiter behandelt 


*) Die Molischsche Reaktion (M-R.) wurde zunichst in der Unter- 
schichtungsform ausgefiihrt, spiiter aber immer so, dab abgewogene 
Mengen der Substanz (2—3 mgr) in 0,5 eem Wasser durch kurzes Erhitzen 
fein verteilt und nach Abkiihleu und nach Zusatz von einem ‘lropfen 
einer 15°/, igen Lisung von «-Naphthol in Methylalkohol und 1 eem kon- 
zentrierter Schwefelsiiure stark geschiittelt wurden. 

**) Die Bestimmung des Zuckergehaltes (auf Galaktose berechnet) 
geschah in der von Loening und Thierfelder angegebenen Weise 
durch Titration nach Bertrand nach vorangegangener Hydrolyse. 
Diese Zs. Bd. 77, S. 204 (1912). 
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nN Cc —> | Cp: 152 | | 






D Wea 


iJber das Vorkommen von Kerasin in der normalen Rindermilz. 915 


und zwar zuniichst mit siedendem 96°/, igen Alkohol, wobei 
wieder nicht unbedeutende Mengen ungeldést blieben und durch 
Filtration (HeiBwassertrichter) abgetrennt wurden. Sie zeigten 
starken Aschegehalt (besonders Kalium), aber keine Biuret- 
reaktion und erfuhren keine weitere Bearbeitung. 

Das Filtrat von Ap (800 ccm) schied beim Abkiihlen auf 
Zimmertemperatur A, (40 g) ab, die auf 200 ccm eingeengte 
Mutterlauge A,’ (12 g) und das Filtrat von A,’ auf Zusatz von 
Aceton A,” (11 g). 

A, ist ziemlich hellfarben, kérnig und gut filtrierbar und 
enthilt 6°/, Zucker. 

A,’ von derselben Farbe, entbalt etwa 1°/, Zucker. 


1 
A.” etwas stirker gefiirbt gibt die Molischsche Probe 


1 
nur iuBerst schwach. | 

Die ganz entsprechende Behandlung von Bp ergab die 
Fraktionen: 

B, (12 g) leicht gelblich gefarbt; sehr ausgesprochene Mo- 
lischsche Probe. 

B,’ (4 g) rein weif, leicht pulverisierbar, Auberst schwache 
Molischsche Probe. 

B,” (7g) hell gefarbt. Molischsche Probe kaum an- 
gedeutet. 

Alle 6 Fraktionen zeigen, abgesehen von dem _ verschie- 
denen Zuckergehalt, ganz ahnliche Kigenschaften. Aus einer 
erkaitenden alkoholischen Liésung scheiden sie sich in kérnigen 
Gebilden ab, die man als radial gestreifte Drusen mit auBen 
gekriimmten Krystallenden ansprechen kann. Die Léslichkeits- 
verhiiltnisse sind ebenfalls gleich. Alkohol, Kisessig, Pyridin 
und Chloroform—Methylalkohol lésen in der Wirme leicht, 
Aceton und Essigester schwer; alle enthalten erheblich Phosphor. 
Was den Zuckergehalt betrifft, so nimmt er mit zunehmender 
Lislichkeit ab. 

Um nun zu zuckerreicheren Fraktionen zu gelangen, wurde 
A, (40 g) in 300 ccm 25°/, Chloroform haltigem Methyl- 
alkohol in der Wiirme gelést. Es schied sich A, (8 g) ab, aus 
der Mutterlauge auf Zusatz von so viel Aceton, bis die iiber 
der rasch absitzenden Fallung stehende Lisung sich nicht 
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mehr triibte (etwa die 4fache Menge Aceton ist nétig) A, 
(15 g). Beim Kinengen des Filtrats, das also ein Gemisch von 
Aceton, Chloroform und Methylalkohol darstellt, ist noch eine 
weitere Fraktion zu gewinnen A,” (7 g). 

A, ist hellfarben und gibt sehr intensive M-R., so daB sie 
mindestens 10°/, Zucker enthalten miBte. 

A,’ zeigt einen leicht gelblichen Ton und gibt die M-R. 
auch noch sehr deutlich, aber weniger intensiv als A 

A,” rein weiB, M-R. ganz schwach. 

Ich ging nun zu dem von E. Woérner und H. Thier- 
felder fiir die Isolierung des Cerebrons benutzten 75°/, Chloro- 
form enthaltendem Methylalkohol iiber und léste A, (8g) in 40 ccm 
dieses Gemisches. Nach 3 tiigigem Stehen war die charakte- 
ristische Oberflichenabscheidung entstanden: A, (2g). Die 
Mutterlauge, in der Wirme mit 80 ccm Methylalkohol ver- 
setzt (so daB also eine 25°/, Chloroform haltige Methylalkohol- 
lésung vorlag), schied A,’ (4 g) ab, das Filtrat davon auf Aceton- 
zusatz A,” (1,5 g). 

A,, nach dem Trocknen im Vakuum leicht pulverisierbar 
und kaum gefirbt, enthilt, wie an einem entsprechenden, aus 
einem Vorversuch stammenden Priparat festgestellt wurde, 
16,2°/, Zucker. 

A, gab intensive M-Rh. 

A,” gab die M-R. ebenfalls deutlich. 

A, (4g) wurde nun genau in derselben Weise wie A, be- 
handelt, d.h. in 15 ccm 75°/, Chloroform haltigem Methyl- 
alkohol gelést. Auch hier bildete sich nach liingerem Stehen 
eine Obertlichenabscheidung A, (1,27 g) Aus der Mutterlauge 
schied sich auf Zusatz von 30 ccm Methylalkohol A,’ (0,7 g 
ab und aus dem Filtrat hiervon durch Fallung mit Aceton A, 
(0,5 g) Das Filtrat hefert beim Einengen noch eine weitere 
Abscheidung A,”” (i g). 

A, diirfte, nach dem Ausfall der M-R. zu schlieBen, auch 
etwa 16°/, Zucker enthalten. 

A,, rein weib, gab intensive M-R. 


A,” verhielt sich ebenso; die Zuckerbestimmung ergab 


a? 
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A,” zeigte auch noch deutliche M-R. 

Die Praparate A,’, A,”, A,” und auch A,’ gaben, wie mit 
kleinen Mengen festgestellt wurde, keine Oberflichenabscheidung 
ihrer Losungen in 75°/, Chloroform haltigem Methylalkohol. 

Die beiden zuckerreichsten Fraktionen A, und A, (2 g + 
1,27 g) wurden nun mit etwa ebensoviel entsprechend aus Vor- 
versuchen gewonnenem Material vom gleichen Zuckergehalt ver- 
einigt, so daB die Gesamtmenge 7 ¢ betrug. Alle Versuche 
aus ihm, ein reines Cerebrosid oder wenigstens ein Gemisch von 
Cerebrosiden zu erhalten, schlugen fehl. Durch wiederholte 
Behandlung mit 75°/, Chloroform enthaltendem Methylalkohol, 
durch Anwendung von salzsiurehaltigem Aceton, das E. Klenk?) 
bet der Isolierung des Nervon gute Dienste geleistet hat, durch 
Alkohol, durch Extraktion mit Essigester und mit Aceton ge- 
lang es nicht, den Phosphor zu entfernen. Dagegen stieg der 
Zuckergehalt bis auf 22,4°/). 

0,051055 g Substanz gaben nach Embden’) 0,0432 g Strychnin- 
phosphormolybdat = 0,94°/, P. 

0,1513 g Substanz verbrauchten nach der Hydrolyse 6,30 ecm 
KMnO, = 62,8 mg Cu = 34 mg Galaktose = 22,4°/,. 

Er war also héher als in den Cerebrosiden, in denen man 
mit der benutzten Methode nicht mehr als 20°/, findet. Die 
Substanz zeigte auch sonst noch von den Cerebrosiden ab- 
weichende Eigenschaften. Sie lieferte bei der Hydrolyse mit 
i6°/ iger Schwefelsiure eine reichliche Abscheidung fein ver- 
teilter tiefschwarzer Flocken und gab bei der Priifung mit 
Orcin und eisenchloridhaltiger Salzsiure nicht, wie die Cere- 
broside, eine griine, sondern nach kurzem Kochen eine rot- 
violette Fiarbung. Auch die Léslichkeitsverhiltnisse waren 
andere wie die des Cerebrons, indem Hssigester und Aceton 
in der Hitze nur Spuren des Produktes aufnehmen. Die kleine 
Menge, welche in Lésung geht und beim Erkalten sich wieder 
abscheidet, gibt noch starke Phosphorreaktion. 

Alle Eigenschaften dieses Kérpers stimmen iiberein mit 
einer Substanz, welche H. Thierfelder im Gehirn gefunden 


') Diese Zs. Bd. 145, S. 244 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 113, S. 138 (1921). 
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hat, tiber die aber noch nicht berichtet worden ist. Um noch 
einen weiteren Versuch zu machen, aus dieser Fraktion ein 
Cerebrosid zu erhalten, benutzte ich das zur Gewinnung von 
Cerebron aus Protagon angegebene Barytverfahren.') '/, g 
wurde fein zerrieben, mit etwa 15 ccm gesattigtem Barytwasser 
80 Minuten im stark kochenden Wasserbad in einem mit Steig- 
rohr versehenen Rundkolben unter bestindigem Schiitteln er- 
hitzt, nach dem Erkalten abgesaugt, der Filterriickstand mit 
Wasser und dann mit Aceton ausgewaschen und mit Aceton 
ausgekocht. Ks gingen nur Spuren in Lésung. Beim Aus- 
kochen mit Alkohol schied sich aus dem erkaltenden Filtrat 
zwar ein geringer Niederschlag ab. Er enthielt aber Barium 
und Phosphor und gab die rote Orcinsalzsiurereaktion 
intensiv. 

Die Untersuchung wandte sich nun den nichst zucker- 
reichen, phosphorreichen Substanzen zu, wie sie besonders in 
den Fraktionen A,’, B,, A,”, As,’, A,” und A,’” vorlagen.*| 
Diese wurden mit Pyridin, dem von Rosenheim in die 
Gehirnchemie eingefiihrten Lésungsmittel, welches fir die 
Trennung von zucker- und phosphorhaltigen Substanzen gute 
Dienste leistet, bei gelinder Wirme behandelt. Die Loésung 
(wenn nicht alles gelést war, nach Filtration) schied beim 
Stehen die Hauptmenge der phosphorhaltigen Kérper ab, wiih- 
rend die Hauptmenge der zuckerhaltigen in Lisung blieb und 
nach dem EKinengen im Vakuum durch Aceton ausgefillt 
werden konnte. Durch mehrfache Wiederholung dieses Ver- 
fahrens, wobei immer die aus Pyridin ausgefallene Substanz 
von neuem in Pyridin gelést wurde, gelang es, ein sehr 
zuckerarmes Produkt zu erhalten, wahrend sich andererseits 
das zuckerreiche Material in den Acetonfillungen ansammelte. 

Ks wurde so aus der Fraktion A,’ und B, 3,5 g, aus den 
anderen genannten 1,7 g erhalten, wozu noch aus entsprechend 
gewonnenen Anteilen aus Vorversuchen 2g kamen, so da 


') Loening u. Thierfelder, Diese Zs. Bd. 74, S. 282 (1911). 

*) Wie sich spiiter zeigte, lieben sich auch aus anderen Fraktionen. 
z. B. A,’, noch zuckerreiche Auteile gewiunen, doch sind diese hier 
nicht mit beriicksichtigt. 
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etwa 7g eines Materials, das 12—14°/, Zucker enthalten 
mochte, vorlag. Es war gefarbt und enthielt Phosphor. Nach- 
dem weitere Versuche mittels Petroliither, Chloroform—Methyl- 
alkohol, Pyridin den Phosphor zu entfernen ergebnislos blieben, 
benutzte ich das schon oben S. 218 erwihnte Barytverfahren, 
und zwar an dieser Stelle mit Erfolg. Die nach 80 Minuten 
langem Erhitzen mit gesittigtem Barytwasser (auf 1 g 25 ccm) 
abgesaugte, griindlich mit Wasser und zuletzt mit Aceton aus- 
gewaschene Masse wurde mit Aceton ausgekocht und durch 
HeiBwassertrichter filtriert. Beim Abkiihlen trat sofort Triibung 
und Niederschlag auf. Durch wiederholtes Auskochen mit 
Aceton vermehrte sich die Ausbeute. Sie betrug 2,5 9, war 
kaum gefarbt, phosphor- und bariumfrei und gab die griine 
Orcinsalzsiurereaktion. Um den geringen Farbstoffgehalt 
ganz zu entfernen, wurde aus Kssigester umkrystallisiert. 
Ks ist dazu etwa 1 Liter nétig. Die erste Auskochung mit 
500 cem genitigte nicht zur volligen Lésung. Aus der heib- 
filtrierten, rasch sich triibenden Lésung erfolgte die Abschei- 
dung in feinen Flocken, die unter dem Mikroskop als An- 
hiiufungen kleinster kugeliger Gebilde erschienen. Die Ab- 
scheidungen aus den nachfolgenden Auskochungen, wobei die 
Substanz schheBlich ohne Rest in Loésung ging, haben ein 
anderes Aussehen. Auf die zunichst auftretende Triibung 
tolgt keine Ausflockung, sondern die ganze Flissigkeit bildet 
eine schwach opalescierende, leicht bewegliche Gallerte, die 
sich aber ganz gut abfiltrieren liBt. Nach dem Trocknen im 
Vakuum bilden diese Teile eine durchscheinende harte Masse. 
Von den 2,5 ¢ wurden 2,3 g¢ wiedererhalten. 

Die auf die gallertige Form der Abscheidung sich stiitzende 
Vermutung, da8 es sich um Kerasin handele, wurde durch die 
weitere Untersuchung bestiitigt. 

Gipsplattenprobe nach Rosenheim.') Die Krystalli- 
sation aus Pyridin zeigte ein vidllig einheitliches Bild, und 
zwar das nach Rosenheim fiir Kerasin charakteristische, Auch 
nicht die geringste Beimengung von Cerebron war festzustellen. 


') Biochem. Journ. Bd. 8, S. 110 (1914). 
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Jodzahl. Sie wurde nach Rosenmund und Kuhnhenn' 
unter Benutzung des von EK. Klenk”) angegebenen Mikro- 
verfahrens ermittelt und betrug 31,8. 


Gef. Ber. fiir 
Cerebron Kerasin Nervon 
31,8 80,65 31,1 63,8 


0,0542 g Substanz verbrauchten 1,36 cem n/10-Bromlésung. 

Daraus geht hervor, daB das Kerasin auch von Nervon frei ist. 

Zuckerbestimmung. Die Zuckerbestimmung nach 
vorangegangener Hydrolyse ergab 19,66°/). 

0,1348 g¢ 5,00 cem verbrauchten Kaliumpermanganatlésung (1 ecm 
entspricht 9,968 mg Cu) = 26,5 mg Galaktose. 

Das ist ein Wert, den auch die reinsten Cerebroside bei 
dieser Art der Bestimmung geben. 


Klementaranalyse. 

1. 6,448 mg (getrocknet im Vakuum bei 80°) gaben 16,115 mg CO, 
und 6,5 mg H,O. 

2, 5,185img gaben 12,740 mg CO, und 5,16 mg H,0O. 

3. 28,520 mg verbrauchten 3,40 cem 1/;,) n-H,SO, (Mikrokjeldah! 
nach Folin).*) 


C i N 
Gef. 1. 68,18°, £1,39°)., 
2. 68,40 11,37 sepia 
g. — aS 1,71°/, 
Ber. fiir C,;H,,NO, + H,OQ 69,16 11,49 1,72 


Polarisation. Sie wurde in genau 10°/ iger Pyridin- 
idsung im 2 dm-Rohr ausgefiihrt. Die Ablesungen liefen sich 
sehr scharf machen und gaben als Mittelwert — 1,47°. 

Daraus berechnet sich [@]j'" = — 7,35°. 

Die spezifische Drehung ist wesentlich héher als die von 
Rosenheim®) angegebene, welcher bei Benutzung der gleichen 
Konzentration und des gleichen Lésungsmittels — 3,71 bis 
— 3,78° fand. 


') Zs. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel Bd. 46, S. 154 (1923), 

2) Diese Zs. Bd. 145, S. 244 (1925). 

5) Edibacher in Hoppe-Seyler-Thierfelders Handbuch dei 
physik. u. pathol.-chem. Analyse, 9. Aufl., 8. 836 (1924). 

*) Biochemical Jl. Bd. 10, 8S. 152 (1916). 
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Wegen der noch nicht ganz befriedigenden Kohlenwasser- 
stoffbestimmung habe ich einen kleinen Teil der Substanz 
umkrystallisiert, und zwar zuniichst aus Pyridin und Aceton 
(1:1) und die Abscheidung nochmals aus derselben Mischung 
im Verhiltnis 1:2. Aus 0,5 g wurden 0,25 g wiedererhalten. 
Die Substanz wurde im Vakuum bei 80° getrocknet. 


5,000 mg Substanz gaben 12,710 mg CO, und 5,12 mg H,O. 


5,028 mg mn » 12,830 mg CO, ,, 5,20 mg H,O. 
C H 
Gef. 69,36°/, 11,40 °/ 
69,60 11,57 
Ber. fiir C,,H,,NO, + H,O 69,16 11,49 
+ » Geltal 70,70 11,50 


Die spezifische Drehung wurde jetzt noch etwas hdéher 
gefunden, namlich [@]p°°= — 9,12°. 

0,1479 g Substanz, gelést in Pyridin zu 1,4828¢. p = 9,997. 
d= 0,9887. 0,5 dm-Rohr. Abgelesener Winkel — 0,45°. 

Um die Drehung meines Priaparates auch mit dem von 
H. Lieb aus Gauchermilz dargestellten vergleichen zu kénnen, 
habe ich eine Polarisation unter den von Lieb angegebenen 


Bedingungen ausgefiihrt und [e]j,"° = — 8,76° gefunden. Der 
Wert von Lieb betrug [@]p'° = — 10,99°. 
0,1427 g Substanz in 10 Vol.-°/, Pyridin enthaltendem Chloroform zu 


Seem gelést. 0,5 dm-Rohr. Abgelesener Winkel — 0,125°. 

Spaltungsprodukte. Die Spaltung (Erhitzen mit methyl- 
alkoholischer Schwefelsiure) und die Untersuchung der Spal- 
tungsprodukte geschah nach Thierfelder.') Verwendet wurde 
1 g Substanz. Die gefundenen Spaltungsprodukte waren die 
erwarteten: Lignocerinsiiure als Ester, Sphirgosin und Ga- 
laktose als Galaktosid. 

Der Ester, dessen Menge etwa 0,4 g = 40°/, betrug, 
schmolz nach dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol bei 
57°. Der Schmelzpunkt des Lignocerinsiuremethylesters liegt 
bei 57,0—57,5°. Die aus ihr durch Verseifen erhaltene Siure 
zeigte zunichst den Schmelzp. 79°, nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus Aceton und Methylathylketon stieg er auf 


—— en 


') Diese Zs. Bd. 44, S. 366 (1905). 
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Fiir Lignocerinsiure wird er zu 80,5—81° angegeben. 


Das Molekulargewicht betrug 364,1, das fiir Lignocerinsiure 
berechnete 368,38. 


0,1080 g Substanz verbrauchten 2,966 cem n/10-NaQOH. 
Die Menge des Basensulfates war nach Umkrystalli- 


sieren aus absolutem Alkohol 0,37 g = 37°/,. 


1. 5,063 mg Substanz gaben 11,410 mg CO, und 4,97 mg H,0O. 
2. 5,216 mg . .  11,760mg CO, .,, 5,04 mg H,O. 
C H 
Gef. 1. 61,48°/, 10,98°/, 
2. 61,51 10,81 
Ber. fiir (C,,H,,NO,),H,SO, 61,02 10,88 


Der Zucker wurde als Galaktose festgestellt durch Uber- 


fiihrung in das Methylphenylhydrazon, das sich aus essigsaurer 
Lésung nach Zufiigen von Methylphenylhydrazin nach einigen 
Stunden bei Zimmertemperatur ausschied und nach Um- 
krystallisieren aus wiBrigem Alkohol rein weiB war und bei 
186° unter Zersetzung schmolz. Die Angaben fiir den Schmelz- 
punkt des Methylphenylhydrazons der Galaktose in der Lite- 
ratur schwanken zwischen 182 und 191°. 


Ergebnisse. 


1. In der normalen Rindermilz findet sich Kerasin. 
2. Daneben wurde eine Substanz erhalten, welche mit Orcin 


und eisenchloridhaltiger Salzsiure eine rotviolette Farbenreaktion 


gibt, bei der Hydrolyse mit 16°/ 


/,iger Schwefelsiiure tiefschwarze 


FKlocken abscheidet und deren Reduktionsvermégen nach der 
Hydrolyse einem Galaktosegehalt von 22,4°/, entspricht. Ein 
Kérper mit diesen Eigenschaften findet sich auch im Gehirn. 


Es ist mir ein Bediirfnis an dieser Stelle Herrn Professor 


Dr. H. Thierfelder fiir seine freundliche Unterstiitzung und 
seinen viclseitigen Rat bei der Ausfiihrung dieser und der 
nachfolgenden Untersuchung wiirmsten Dank zu sagen, ebenso 
sei der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, mit deren 
Mitteln diese Arbeit durchgefithrt wurde, bester Dank aus- 


gesprochen. 





Uber ein Diaminomonophosphatid in der Rindermilz. 
Von 
Dr. Erwin Walz. 
Assistent am physiologisch-chemischen Institut. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universltat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Mirz 1927.) 


Diese Arbeit schlieBt sich der vorangehenden an. 

Demselben Verfahren, nach dem, wie 8S. 218 beschrieben, 
mit Hilfe von Pyridin aus den Fraktionen A,’, A,”, Ay’, A,’; 
A,” und B, phosphorreiche, zuckerarme Anteile isoliert worden 
waren, unterwarf ich nun auch die Fraktionen A,’, A,”, B,” 
und Cp. A,” 


i 
, und Cp enthielten noch alkoholunlésliche Teile, 
die vor der Pyridinbehandlung entfernt wurden. Alle diese 
so erhaltenen Substanzen, deren Menge aus der Tabelle er- 
sichtlich ist, ebenso die Fraktionen A,” und B,’, waren farb-_ 
los oder leicht gelblich gefarbt und gaben nur ganz schwache 
M.-R. In allen bestimmte ich Stickstoff und Phosphor. Das 
Trocknen geschah im Vakuum bei 80°, die Stickstoifbestim- 
mung nach dem Mikrokjeldahlverfahren'), die Phosphorbestim- 
mung nach Embden.*) Die fiir jede Analyse verwendete 
Menge betrug etwa 20 mg. Die Ergebnisse sind in der um- 
stehenden T'abelle zusammengestellt. 

Zur weiteren Verarbeitung wurden die Fraktionen A,’, 
A,’, B,, B,” und Cp, die ein aihnliches Phosphor-Stickstoftver- 
haltnis zeigten, vereinigt (35g) und mit 150ccm Pyridin bei 
70° behandelt. Nach Entfernung eines kleinen Teils, welcher 
sich nicht léste, durch Filtration, schied sich beim Abkiihlen 


) Edlbacher in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. der 
physiol. u. pathol.-chem. Analyse, 9. Auflage, S. 836. 2 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 113, S. 188 (1921). 
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die gréBte Menge ab. Aus dem im Vakuum eingeengten Fil- 
trat (5—8ccm) fiel auf Zusatz von Aceton 1,1¢ briunlichie 
Substanz mit reichem Zuckergehalt (schitzungsweise 10—12°), 
aus. Dieses Verfahren wurde achtmal wiederholt (wobei dic 
Acetonfallung des eingeengten Filtrats immer 0,3¢ betrug,, 
d. h. so oft, bis die Acetonfillung die M.-R. nur ganz schwach 
gab. Die wiedererhaltene Menge betrug 30g und enthielt 
4,15°/, P und 3,03 9/, N (P:N = 1:1,64). 








Menge der Sub- 
stanzen aus der y N P:N 
Fraktion 

ry, 8 g 3,91 3,20 1:1,81 
— 4 3,45 8,42 1: 2,2 
A, 10 3,67 3,03 1: 1,82 
i 7 3,06 3,20 1:23 
A,” | - ~ -— 
es 1,8 7 : 
a | _ ie . 
"a : -— — 
B, 10 3,63 2,90 1:1,77 
B,’ 4 3.05 3,09 1: 2,3 
B,” 3,77 3,18 1: 1,87 
Cp 3 4,19 3,19 1:1,%0 











Die weiteren Bemiihungen richteten sich darauf, einen 
Kérper mit einem brauchbaren Phosphor-Stickstoffverhiltnis 
zu erhalten. Extraktion mit Wasser (Fallen der wiBrigen 
kolloidalen Lésung mit Aceton) hatte keinen Erfolg. Aut 
Grund von Vorversuchen mit giinstigem Ergebnis ging ich dazu 
iiber, aus Eisessig- und aus alkoholischer Lésung fraktioniert 
mit Essigester zu fallen. In beiden Fallen zeigten die ersten 
Fraktionen ein Verhiltnis von P:N, das sich dem von 1:2 


niherte. 

a) 10g Substanz wird in 30ccm Eisessig gelést und bei 
50° mit 150ccm Essigester versetzt, die beim Abkihlen er- 
folgende Ausscheidung, nach dem Absaugen mit Essigester zer- 
rieben, wieder abgesaugt, durch Waschen mit Essigester vou 
Kisessig befreit und in Pyridin gelést. Beim Abkiihlen scheiden 
sich 4,4g (D) ab: 3,38°/, N und 3,92°/, P. P:N = 1:1,90. 
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(Aus dem Filtrat der ersten Fillung fielen auf weiteren 

Zusatz von Kssigester noch 3,5g (D’) aus: 3,17°/, N und 
420°, P. P:N = 1:1,67) 

b) 12g Substanz wird in 60ccm Alkohol geliést und die 
filtrierte Lésung bei 60° mit 60ccm Essigester versetzt, die 
beim Erkalten erfolgende Abscheidung méglichst abgesaugt, 
im Vakuum zur Trockne gebracht und in Pyridin gelést. Beim 
Abkiihlen scheiden sich 9,1 g (EK) ab: 3,40°/, N und 4,05°/, P. 
P:N = 1:1,86. 

(Aus dem Filtrat der ersten Fallung fielen auf weiteren 
Zusatz von Essigester noch 2,25 g (H’) aus.) 

Die beiden Priparate D und E mit dem P: N Verhiltnis 
1:1,9 bzw. 1:1,86 wurden miteinander und mit den ent- 
sprechenden bei den Vorversuchen erhaltenen Fraktionen, welche 
genau die gleichen Analysenwerte ergeben hatten, vereint (16,4) 
und nochmals in derselben Weise fraktioniert. Die Lésung 
in 80ccm Alkohol bei 60° mit 75 ccm Essigester versetzt, gibt 
beim Erkalten eine Abscheidung, welche, wie oben angegeben 
weiter behandelt, aus Pyridin in einer Menge von 12g (F) 
herauskommt. 3,55°/, N und 3,94°/, P. P N= 1:1,997. 

(Aus dem Filtrat der ersten Fallung fielen auf weiteren 
Zusatz von Essigester noch 3,4 g (F’) aus.) 

Da dieser ganz leicht gelblich gefairbte Kérper mit dem 
P:N-Verhaltnis 1:2 immer noch, wenn auch nur iiuBerst 
schwach, eine M.-R. gab, wurde auf Grund von Vorversuchen 
noch eine weitere Reinigung unternommen und zwar wurde 
zunachst eine Mischung von Pyridin und Chloroform zu gleichen 
Teilen benutzt. Aus einer Lésung von 11,5g in 70 ccm dieses 
ee. schieden sich beim Erkalren 9,5 g (G) ab: 

3,97°/, N und 4,02°/, P. P:N=1:1,97. Diese Menge léste 
ich in 16 ccm wees und yersetzte mit 16ccm Aceton. Der 
dabei ausfallende Niederschlag 1,5¢(H) gab eine etwas mehr aus- 
gesprochene M.-R., das Filtrat wurde mit Aceton gefallt und diese 
Fillung zusammen mit der aus dem eingeengten Filtrat durch 
Acetonerhaltenen nochmals aus Pyridin-Chloroform (1:1)umgelé-t. 
6 g (J) einer nahezu weiBen Substanz schied sich ab, welche die 
M.-R. bei Benutzung von 2 mg nur noch andeutungsweise gab 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXVI, 15 
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Elementaranalyse. 
3,782 mg Substanz geben 9,225 mg CO, und 3,930 mg H,0. 


3,657 mg - » 8,980 mg CO, und 3,85 mg H,0. 
14,64 mg 1“ verbrauchen 8,784 ecem n/100-Siure. 
18,75 mg ‘ geben 0,0681 g Strychnin -phosphor-molybdat. 


Polarisation. 

1,000 g Substanz, gelést in einer Mischung gleicher Teile Chloro- 
form und Methylalkohol zu 10 cem. 2dm-Rohr. Abgelesener Winkel 
+1,10. 

Die analytischen und Polarisationswerte sind in folgende: 
Tabelle zusammengestellt mit den Werten, welche Levene!) 
fiir aus verschiedenen Organen gewonnenes Sphingomyelin er- 
halten hat. Levene benutzte zur Bestimmung des Drehungs- 
vermoégens dasselbe Lisungsmittel und die gleiche Konzentration. 





Cc H N P P:N | [«]D 


Diaminophosphatid 

: 66.55 11,64 3.62 4.06 1:1,97}] +5,5 

aus Milz ; 

67,00 | 11,738 | — Jane im _ 
( Gehirn | 66.59 | 11,26 3,78 3,99 1:2,1 | +8,20 
Sphingo- + 7,53 
myelin , Niere | 64,80 | 11,41 | 3,50 | 3,92 [1:2 | +8,73 
Leber | 64,47 | 11,57 | 3,41 3.81 | 1:1,98] +7,61 
Eigelb 65.50 11,68 3,84 4.22 Be + 7,54 


aus: 























Es liegt also ein Diaminomonophosphatid vor, welches in 
seiner elementaren Zusammensetzung mit den Sphingomyelinen 
iibereinstimmt, in der Stirke der Rechtsdrehung etwas abweicht. 

Wegen meines Weggangs von 'tibingen war es mir leider 
nicht méglich, die Spaltungsprodukte zu untersuchen. Die Arbeit 
wird im physiologisch-chemischen Institut weitergefiihrt. 


Der Notgemeinschait der Deutschen Wissenschaft, mit 
deren Mitteln die Untersuchung ausgefuhrt wurde, sei bestens 
gedankt. 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 24, 8. 69 (1916). 





Uber Stérungen der Reaktion zwischen Trypsin 
und Enterokinase. 


Siebente Mitteilung zurSpezifitat tierischer Proteasen,) 
Von 
Ernst Waldsehmidt-Leitz und Kaj Linderstrém-Lang. 


(\us dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Marz 1927.) 


Die Reaktion zwischen Trypsin und seinem spezifischen 
Aktivator, der Enterokinase, ist nicht, wie man friiher annahm, 
ein enzymatischer ProzeB, sie vollzieht sich vielmehr auf 
stéchiometrischer Grundlage’); aber sie ist doch kein ein- 
facher Vorgang. Ihre zeitliche Bedingtheit, die sie von den 
lonenreaktionen unterscheidet, macht es verstiandlich, dab viel- 
fach Stérungen der Aktivierung, sei es durch natiirlich auf- 
tretende Hemmungskérper, sei es durch bestimmte Zusatz- 
stoffe wie die aliphatischen Alkohole, beobachtet worden sind.) 
Hine exakte Bestimmung des Aktivators, unabhangig von 
Natur und Menge der gerade vorliegenden Begleiter, etwa auf 
der Grundlage einer ausgleichenden Hemmung seiner Wirkung, 
hat sich noch nicht durchfiihren lassen. 

Ks war fiir die Erkenntnis der Bindungsweise von ‘Trypsin 
und Enterokinase von ausschlaggebender Bedeutung, als es 
gelang, die fertige Verbindung Trypsin—Kinase durch Kinwir- 
kung von Aluminiumhydroxyd wiederum in ihre Komponenten 
zu zerlegen; die Affinitit der Kinase zu dem Adsorbens war 


) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar 
S. 186 ff, (1923/24). 
*) a. a. O., und zwar S. 212ff. (1923/24). 








228 Ernst Waldschmidt-Leitz und Kaj Linderstrém-Lang, 


stark genug, um eine Stérung des Gleichgewichtes zwischen 
Enzym und Aktivator zu bewirken. ,,Das Adsorptionsverhalten 
der Kinase unterscheidet sich“ nimlich... ,,wesentlich von 
dem... des T'rypsins, ibre Adsorptionsaffinitiit ist viel starker 
ausgeprigt’.') Auch die Bestimmbarkeit der Enterokinase, dic 
ihre Reaktion mit Trypsin zur Grundlage hat, wird also durch 
solehe Adsorbentien beeintrichtigt werden. 

Allein nach den Erfahrungen, die der eine von uns in- 
zwischen iiber das wechselnde Adsorptionsverhalten des Akti- 
vators in Abhingigkeit vom Reinheitsgrade gesammelt hat”), 
war damit zu rechnen, daB auch die Zerlegbarkeit des akti- 
vierten enzymatischen Systems, so wie sie beschrieben wurde, 
nicht auf die Adsorptionsaffinitaten der reinen Komponenten, 
sondern auf gewisse und veriinderliche Assoziationen mit be- 
gleitenden Stotfen zu beziehen war. Eine eingehendere Unter- 
suchung iiber das Adsorptionsverhalten der drei an der Re- 
aktion beteiligten Stoffe, Trypsin, Enterokinase und Trypsin— 
Kinase, gegeniiber 'onerde, iiber die wir im folgenden be- 
richten, sowie iiber ihre Kigenschaften in adsorbierter Form 
soll nun dazu dienen, einige Bedingungen der Trypsinaktivie- 
rung und gewisse Ursachen ihrer Siérung zu erkennen. 

Die Erfahrung, daB die Adsorptionsaftfinitit der Kntero- 
kinase in ungereinigtem Zustand zur Tonerde, auch zu der 
nun angewandten Modifikation C,, die des Trypsins betrichtlich 
iibertrifft, wird in der vorliegenden Untersuchung bestatigt; 
der frisch bereiteten Mischung von Trypsin und Euterokinase 
liBt sich unabhaingig von der Reaktion der Lésung auf Zusatz 
von Tonerde der Aktivator vollstiindig entziehen, wiihrend die 
Adsorption des T'rypsins weniger bedeutend gefunden wird. 
Auch steht es in Ubereinstimmung mit der friher beschrie- 
benen dissoziationssteigernden Wirkung der Tonerde auf das 
System T'ryp-in—Kinase, daB die Enterokinase in den Ad- 
sorbaten an Tonerde nur zu einem ganz geringen Bruch- 
teile bestimmbar ist, wihrend andererseits bei der Adsorp- 


1) a.a.QO.,, und zwar S. 235 (1923/24). 
*) E. Waldsechmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, 8. 217, und zwar 
S. 231fF. (1924/25). 
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tion von Trypsin sowohl wie von Trypsin—Kinase fiir sich 
keine Beeintriichtigung der Aktivitat dieser Knzyme zu _ be- 
merken ist; man findet sie quantitativ meBbar auch in 
adsorbierter Form. 

Allein die Adsorption der Knterokinase, die unter Ab- 
sittigung ihrer spezifischen trypsinbindenden Gruppe sich voll- 
zieht, ist durch ihre Assoziation mit begleitenden 
Stoffen bedingt, die in den rohen Ausziigen der Darmschleim- 
haut mit ihr vergesellschaftet sind. Eine Verarmung an 
Regleitstoffen, die fiir die Adsorption des Aktivators an ‘Ton- 
erde verantwortlich zu machen sind, ist schon in friheren 
Versuchen!) bei Reinigungsoperationen, so bei der Fallung 
saurer Kinaseausziige mit Alkohol, beobachtet worden; diese 
fiihrt naémlich ,zur Abtrennung amphoterer Begleitstoffe, deren 
(regenwart das Adsorptionsverhalten des Aktivators in hohem 
MaBe beeinfluBt“, auch tritt dabei ,cine Abnalhme der Adsor- 
bierbarkeit des Aktivators“ ein, .die Adsorptionswerte der 
Tonerde sinken in der reineren Lésung*. Nun Jit es sich 
zeigen, daB die Abtrennung dieser Stoffe aus den Kinase- 
lésungen auch durch enzymatischen Abbau erreicht werden 
kann; die Adsorbierbarkeit des Aktivators an onerde, auch 
sehr groBer Mengen, wird namlich durch die enzymatische, 
zeltlich bedingte Wirkung ganz geringer Trypsinmengen auf- 
gehoben. Die nihere Priifung dieser HMrscheinung, die im 
experimentellen Teil behandelt wird, hat ergeben, daB dieser 
Vorgang, der nach erfolgter Aktivierung des T'rypsins zum 
Stillstande kommt. auf die selbstindige Wirkung des nicht- 
aktivierten Enzyms zu beziehen ist. Es wird also von dem 
Gehalte der Kinaselésungen an den adsorptionsvermittelnden 
Stoffen abhiingen, ob es gelingt, die Adsorption der Entero- 
kinase fiir sich allein aus dem System Trypsin—Kinase auch 
nach vollzogener Aktivierung durchzufiihren, 

Hs ist bemerkenswert, da& auch fiir eine andere Hem- 
mung der Kinasewirkung die nimlichen Begleitstoffe verant- 
wortlich sind; sie sind niimlich verantwortlich fiir den hem- 


") a. a. O., und zwar S. 233 (1924/25). 
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menden Kinflu®B von Proteinen auf die Aktivierung; 
so liBt sich zeigen, daB die Bildung von Trypsin—Kinase aus 
Trypsin und Enterokinase, die bei Gegenwart von Proteinen 
wie Casein oder Gelatine unterbleibt oder nur sehr langsam 
verliuft, nach vorangegangener Einwirkung schon sehr kleiner 
Trypsinmengen auf die Liésungen des Aktivators durch die 
Gegenwart der Proteine nun nicht mehr beeintrichtigt wird. 

Diese Erfahrungen insgesamt fiihren zu der Vorstellung, 
daB bestimmte Unterschiede in der Bindungsweise von 
Enterokinase einerseits und von Trypsin—Kinase anderer- 
seits, sei es an Tonerde, sei es an Substrate wie Casein, be- 
siehen. Bei der freien Enterokinase, so wie sie in den Aus- 
ziigen der Schleimhaut vorliegt, betrifit die Adsorption an 
Tonerde oder die Bindung an Casein, die durch Begleitstoife 
vermittelt wird, die spezifische trypsinbindende Gruppe des 
Aktivators, er wird durch diese Vorgiinge inaktiviert. Wenn 
andererseits, wie besondere Versuche belegen, das Adsorptions- 
verhalten von Trypsin und yon ‘Trypsin—Kinase gegeniiber 
Tonerde in dem yorliegenden Falle auch quantitativ iberein- 
stimmt, die Aufladung mit Hnterokinase die Adsorption des 
Trypsins nicht beeinfiuBt, so ist daraus zu folgern, daf dic 
Adsorption in beiden Fallen die nimliche Gruppe des Knzym- 
molekiils betrifft, daB also in den Tonerdeadsorbaten die Sy- 
steme AIOH),—Trypsin, bzw. Al(OH),—Trypsin—Kinase — vor- 
liegen. So wird es verstiindlich, daB die Adsorption an Ton- 
erde in keinem dieser Fille eine Beeinflussung der spezifischen 
enzymatischen Affinitit zur Folge hat; denn fiir die Bindung 
des ‘I'rypsins an genuine Proteine, die spezifischen Substrate 
der ‘'rypsin—Kinase, wird man die Vermittlung der Entero- 
kinase verantwortlich zu machen haben. Bei den Reaktionen 
der Enterokinase, beispielsweise mit Tonerde oder mit Casein, 
hat man also zu beachten, daB sie die spezifische trypsin- 
bindende oder aber daB sie die proteinbindende Gruppe 
des Aktivators betreften kénnen. 





ted 
a 
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Experimenteller Teil. 


1. Adsorptionsverhalten von Trypsin und Trypsin--Kinase 
gegeniber Tonerde. 

Das Adsorptionsverhalten des aktivierten Trypsins gegen- 
iiber Tonerde, z. B. der Sorte C,, ist bereits in fritheren Ab- 
handlungen an einer Reihe von Beispielen umrissen worden }); 
so ergab sich die Feststellung, daB die Adsorption der Trypsin— 
Kinase ,,bei saurer Reaktion am geringsten, in neutraler Lésung 
dagegen viel erheblicher“ ist”); die Trennung des tryptischen 
von dem ereptischen Enzym der Pankreasdriise beruhte auf 
dieser Erkenntnis. Allein das Adsorptionsverhalten des akti- 
vierten Trypsins gegeniiber Tonerde ist noch nicht quantitativ 
verfolgt und es ist noch nicht mit dem des nichtaktivierten, 
kinasefreien Enzyms verglichen worden. Auf Grund der Beob- 
achtung, daB es gelungen war’), mit einem Tonerdepriparate 
der Sorte C das fertig gebildete System Trypsin—Kinase zu 
fraktionieren, war zu erwarten, dai das Adsorptionsverhalten 
von Trypsin und Trypsin—Kinase gegeniiber gewissen Adsor- 
bentien quantitativ unterschieden werden kann. 

So hat der Versuch, die Adsorption von aktiviertem und 
von nichtaktiviertem Trypsin an wechselnde Mengen der T'on- 
erdesorte C, quantitativ zu vergleichen, die Bedeutung, die 
Hignung dieses Adsorbens fiir eine Fraktionierung von Trypsin— 
Kinase zu ermitteln und zu priiten, ob fiir die Adsorption an 
Tonerde, sei es des aktivierten, sei es des nichtaktivierten 
Enzyms, die nimlichen oder aber verschiedene chemische Affi- 
nititen verantwortlich sind. 

Die Adsorption der beiden Enzyme durch Tonerde C, bei 
neutraler ‘Reaktion, die die nachstehende Tabelle 1 veran- 

') KE. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286, und zwar S. 803; Bd. 149, 8. 203, und zwar SS, 215 (1925); 
R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz, S. Dunhaiturria und 
. Kiinstner, ebenda Bd. 161, 8.191, und zwar S. 200ff. (1926). 

*) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz, 8, Dufaiturria 
u. G. Kiinstner, a.a.O, und zwar S. 202 (1926). 

*) E. Waldschmidt-Leitz, ebenda Bd. 132, 8.181, und zwar 

S. 235 (1923/24). 


— 
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Tabelle 1. 
‘Tonerdeadsorption von Trypsin und Trypsin-Kinase bei neutraler 
Reaktion. 
(0,60 cem Glycerinauszug aus frisch getrocknetem Pankreas a) ohne, 
b) mit Aktivierung durch '/,stiindige Einwirkung von 0,90 cem Entero- 
kinaseldsung, mit wechselnden Mengen Tonerdesuspension ©, (1 com = 
17,8 mg Al,Q;) und Wasser auf 9,0 cem aufgefiillt und in der Zentrifuge 
abgeschleudert; Angaben vergleichen enzymatische Wirkung und Gehalt 
in aliquoten Teilen der Lésungen, 0,20 com Glycerinauszug, bzw. 3,0 ecm 
Adsorptionsrestlésung; Bestimmung des Trypsins vorgenommen nach 
Aktivierung mit Enterokinase. ) 


Adsorptionsrestlisung. 




















schaulicht, stimmt quantitativ nahezu iiberein; man wird daraus 
schlieBen diirfen, daB sie in beiden Fallen die nimliche Gruppe 
des Trypsinmolekiils betrifit. Unter den angefiihrten Bedin- 
gungen ist also eine Fraktionierung des Systems Trypsin ~— 
Kinase nicht zu erwarten; sie wird auch nicht beobachtet 
(Tabelle 2). Allein die verwendete Tonerdesorte scheint auch 
unter den friiher gewihlten Bedingungen, bei saurer Reaktion, 
fir die Abtrennung der Enterokinase aus dem aktivierten 
System nicht tauglich zu sein: man findet in den Mutterlaugen 
der Tonerdeadsurption das Trypsin auch in diesem Falle noch 
voll aktiviert (Versuch 1). Es steht damit in Einklang, dab 
die Bestimmung der Trypsin—Kinase, wie Tabelle 3 belegt, 
ebenso wie die des T'rypsins (Versuch 2) durch die Gegenwart 
von Tonerde C, nicht beeintrichtigt wird. Die weitere Unter- 
suchung dieser Frage, die wir nur aus fuBeren Griinden zu 
unterbrechen gendétigt sind, wird die Bedingungen zu ermitteln 


Eo. Acidititszuw. (ecm 0,2 n-KOH) Gehalt [T.-(e.)] AEN {4 
ged prieeniiieoecietin — Trypsin- . , . | Trypsin 
ag Trypsin Trypsin-Kinase | Trypsin Kinase Trypsin | Kinase 
0,28 0,72 | 0,73 0,62 0,63 1 | 14 
0,56 0,61 0,63 0,52 0,54 29 26 
1,12 0,43 0,54 0,35 0,45 52 39 
2,23 0,28 = 0,23 = 69 

4,45 0,21 0,28 0,17 0,23 76 67 
8,90 0,24 0,23 0,19 0,18 73 74 
17,80 0,21 0,21 0,17 0,17 16 rT 
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Tabelle 2. 
Aktivierbarkeit von T'rypsin-Kinase nach Tonerdeeinwirkung 
bei neutraler Reaktion. 
(6,0 ecm Trypsin-Kinaselésung, durch Aktivierung von Pankreasauszug 
sewonnen, enthaltend 2,19 'T’.-(e.); wechselnde Mengen Tonerdesuspension 
Cy; Gesamtvolumen 9,0 ccm; py = 6,5; Angaben bedeuten enzymatische 
Wirkung in 3,0 ccm der in der Zentrifuge abgeschleuderten A dsorptionsrest- 
lisung mit und ohne */, stiindige Einwirkung von 0,30 cem Kinaselésung.) 





Acidititszuwachs (ccm 0,2 n-KOH) 


Angew. ! ani 
mg Al,O, ohne ' nach Aktivierung 
i Aktivierung | mit Kinase 
0,84 0,77 0,73 
1,68 0,62 0,64 
3.36 0,53 0,48 





Versuch 1. Aktivierbarkeit von Trypsin—Kinase nach ‘Tonerde- 
einwirkung bei saurer Reaktion. 1,20 cem Glycerinauszug [enthaltend 
4,2 ‘I’.-(e.)] wurden mit 1,8 cem Kinaselésung '/, Stunde bei 30° aktiviert, 
sodann nach Zusatz von 4,0 cem H,O mit 2,0 cem Tonerdesuspension 
C, (= 35,6 mg Al,O,) adsorbiert; der mit 2,7 ccm der in der Zentrifuge 
abgetrennten Mutterlauge unter den Uedingungen der Trypsinbestimmung 
gemessene Acidititszuwachs belief sich nach '/,stiindiger Einwirkung 
von a) 0,30 cem H,O, b) 0,30 cem Kinaselésung auf a) 0,48, b) 0,50 cem 
0.2 n-KOH. 

Tabelle 3. 
Bestimmung yon ‘Trypsin—Kinase nach Tonerdeeinwirkung 
bei wechselndem py. 
(2,0 cem Trypsin—Kinaselésung [enthaltend 0,70 T.-(e.)]; | 1,0 eem ‘lon- 
erdesuspension C, (= 17,8mg Al,O,); estimmung nach 30 Minuten.) 











, Acidititszuwachs | , 
Reaktion des Ansatzes} **© . I’.-(e.) 
(eem 0,2 n-KOH) 
f . { - | ’ 
\/,5 D-essigsauer = | 0,77; 0,81 0,69 
Pr = 5,0 0,80; 0,83 0,72 
Pu = 6,5 0,75; 0,79; Ott: 0,77 0,67 


Versuch 2. Aktivitiét kinasefreien Trypsins nach Tonerdeeinwir- 
kung. 2,0 cem einer Lisung kinasefreien Trypsins {enthaltend 1,4 T.-(e.)} 
versetzte man mit a) 1,0 cem H,O, b) 1,0 ccm Tonerde C, (= 17,8 mg 
Al,O,); sie bewirkten nach Zusatz von 5,0 ccm 3°/,igem Pepton (ex 
albumine, Merck) + 2,00 cem n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von 
Pu = 8,6 (bei 30°) nach 3 Stunden und bei 30° Acidititszuwachs entspr. 
a) 0,32 und b) 0,30 cem 0,2 n-KOH. 
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und die Adsorbentien niiher zu definieren haben, durch die 
die Trennung von Trypsin und Enterokinase bewirkt werden 
kann. 

2. Tonerdeadsorption und Aktivitat der Enterokinase. 


Uber die Adsorption von Enterokinase durch Tonerde hat 
der eine von uns’) vor liingerer Zeit berichtet. Die Erfahrung, 
daB das Adsorptionsverhalten des Aktivators weitgehend von 
Begleitstoffen beeinfluBt wird, so daB seine Adsorbierbarkeit 
beispielsweise mit steigendem Reinheitsgrade mehr und mehr 
abnimmt, wird nun bestitigt und erweitert durch die Beob- 
achtung, daB es gelingt, die fiir die Adsorption des Aktivators 
verantwortlichen Begleitstoffe durch die Einwirkung geringe: 
Trypsinmengen so zu verindern, da’ nunmehr, wie Versuch 3 
erweist, eine Aufnahme des Aktivators durch Tonerde nich‘ 
mehr zu bemerken ist. 

Versuch 3. Einflu8 der Trypsinwirkung auf die ‘lonerdeadsorp 
tion von Enterokinase. 1,80 cem Enterokinaselésung aus Darmschleim- 
haut wurden mit a) 5.7, b) 5,64 cem H,O verdiinnt und a) sogleich, 
b) nach '/, stiindiger Einwirkung von 0,06ecm kinasefreiem Glycerin- 
auszug aus Pankreas [enth. 0,21 T.-(e.)] mit 1,50 ecm Tonerdesuspension 
C, (= 26,7 mg Al,O;) behandelt. 2,80cem (= ein Drittel) der in de: 
Zentrifuge abgetrennten Adsorptionsmutterlauge ergaben nach '/, stiindiger 
Einwirkung bei 30° auf a) 0,20 [enth. 0,70 T.-(e.)], b) 0,18 cem Pankreas 
auszug [enth. 0.63 T.-(e.)|, auf Trypsin-Kinasegehalt bestimmt, einen 
Aciditiitszuwachs entspr. a) 0,06 und b) 0,58 cem 0,2n-KOH; die nach 
der Einwirkung von Trypsin gewonnene Restlésung enthielt also be- 
triichtliche Mengen Enterokinase. 

is ist sehr bemerkenswert, da’ die Knterokinase in den 
Tonerdeadsorbaten im Gegensatz zu Trypsin, wie auch zu 
Trypsin—Kinase nicht gemessen werden kann; die Adsorption, 
die die spezifische, mit Trypsin reagierende Gruppe des Aktiya- 
tors betrifft, bewirkt, wie die Versuche der Tab. 4 belegen, 
daB man nach dem Zusatz steigender Mengen Adsorbens, und 
zwar in dem untersuchten p,,-Bereiche unabhiingig von der 
Aciditit, eine stetige Abnahme der Kinaseaktivitiit beobachtet. 
DaB diese Inaktivierung auf der Adsorpiion des Aktivators 


1) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, S$. 217, und zwar 
S. 231 ff. (1924/25). 
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Tabelle 4. 
Hemmung der Kinasewirkung im Tonerdeadsorbat. 


(0,20 eem kinasefreier Pankreasauszug mit 0,70 T.-(e.) (entspr. 0,80 ccm 

0,2 n-KOH Aciditatszuwachs); Tonerdesuspension C, (1 ccm = 17,8 mg 

Al,0,); mit Pufferlésung auf 2,7 ccm aufgefiillt und mit 0,30cem Kinase- 

lésung 30 Min. bei 30° aktiviert; Angaben bedeuten tryptische Wirkung 
in cem 0,2 n-KOH.) 





Vers.- Reaktion bei der Angew. Al,O, (mg) 
ir. ‘onerdeeinwirkung : ran 
N Tonerdeeiny 8 0 | 2,23 4,45 8,90 | 17,80 
’ 
Po = 8,6 0,76) — = 0,10 


(eing. d. Ammon.-pufi.) 
0,42; 0,40 0.19; 0,17} 0,09 





? meine 0,76 0,61 '38: 0,36 0.19 | 0.06 
_ wees! 0,76) — — | 008 

(eing. d. Acet.-puff.) | 

‘/15 n-essigsauer 0.75 - O17 | 

5 Pu = 68 0,81 0,78 0g2 | 








(eing. d. 0,02 n-Phosphat 


Tabelle 5. 

Aktivitit trypsinbehandelter Kinase bei Gegenwart von Tonerde. 
(Wechselnde Mengen kinasefreier Glycerinauszug aus Pankreas [0,20 ecm 
enth. 0,70 T.-(e.)!. mit 0,30 cem Kinaselésung und Wasser (Gesamt- 
volumen = 2,0 ecem) wechselnde Zeit bei 30° angesetzt; 0,50 cem Ton- 
srdesuspension C,, (= 8,9 mg AJl,O,); nach Ergiinzung der Trypsinmenge 
zn 9.20 eem Pankreasauszug 1/, Stunde bei 30° belassen; Angaben be- 

deuten tryptische Wirkung in ecm 0,2 n-KOH.) 





Wy : 

cae Dauner der Einwirkung auf Kinase (Min.) 
menge (ecm) 

urspriing].| ergiinz e 7 0 “a 10 | 15 i 30 | 60 30 
06,0033 0.197 ~- — — 0,50 0.48 0,51 
0.0167 0,183 - — — 0,67 —- - 
0,0333 0.167 0,31 0.70 ~ 0,75 = ae 
0.0667 0.133 _ — | 0,71 0.80 _ eis 





beruht, wird dadurch erwiesen, daB sie sowohl bei Gegenwart 
einer eluierend wirkenden Lisung unterbleibt (Nr.5 der Tab. 4), 
als auch nach der Einwirkung geringer Trypsinmengen, die 
nach den oben mitgeteilten Beobachtungen die Adsorption des 
Aktivators durch Tonerde aufzuheben vermag (Tab. 5). Diese 


4 
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Erscheinung fithren wir auf eine enzymatische Wirkung des 
nichtaktivierten Trypsins zuriick; die Stérung der Kinasead- 
sorption, die in der Zunahme der Aktivierungsleistung zuin 
Ausdruck kommt, nimmt niimlich, wie aus Tab. 5 hervorgeht, 
mit steigenden 'Trypsinmengen und mit wachsender Hinwirkungs- 
dauer zu; aber der enzymatische Vorgang, der ihr zugrunde- 
liegt, ist ebenso wie die Aktivierung des Trypsins!¥ nach 
30 Minuten beendet. 

Die Stérung der Trypsinaktivierung, die in Gegenwart 
von Tonerde beobachtet wird und die auf der Adsorption de: 
Enterokinase beruht, ist unabhingig davon, ob die Kompo- 
nenten in der Reihenfolge Tonerde, Trypsin, Enterokinase, oder 
ob sie in der Reihenfolge fonerde, Enterokinase, Trypsin ge- 
mischt werden (Versuch 4); den adsorbierten Anteil der Entero- 
kinase findet man in beiden Fiillen iibereinstimmend. Auch 
laBt sich zeigen, daB die Hemmung der Enterokinase in den 
Tonerdeadsorbaten nicht die Geschwiidigkeit ihrer Reaktion 
mit Trypsin betrifft; die Inaktivierung des Aktivators scheint 
vielmehr eine absolute zu sein, sie wird durch eine Krhéhung 
der Kinwirkungszeit nicht behoben (\ersuch 5). 

Versuch 4. 1,0ccm Tonerdesuspension C, (= 17,8mg Al,0 
+ 1,5 cem H,O) mischte man in der nachstehenden Reihenfolge ni‘ 
a) 0,30 cem Enterokinaselésung, dann 0,20cem Pankreasauszug [enth 
0,70 T.-(e.)], b) 0,20 cem Auszug, darauf 0,30 eem der Kinase und belic! 
die Ansiitze zur Aktivierung 30 Minuten bei 30°; die Bestimmung de 
tryptischen Wirkung ergab dann einen Acidititszuwachs entspr. a) 0,07 
und b) 6,06 eem 0,2 n-KOH, die durch die Tonerde bewirkte Hemmunz 
der Kinase war also in beiden Fillen identisch. 

Versuch 5. 0,20 ccm Glycerinauszug aus Pankreas [enth. 0,70 T.-.. 
wurden mit 2,25 cem H,O, 0,25 ccm Tonerdesuspension C, (= 4,45 mg 
Al,Q,) sowie 0,30 com Kinaselésung a) 30, b) 60 und c) 90 Minuten be! 
30° der Aktivierung iiberlassen; der gemessene Aciditiitszuwachs belic! 
sich auf a) 0,37, b) 0,40 und e) 0,36 cem 0,2 n-KOH, ein Einflub de 
Kinwirkungszeit war demnach nicht zu erkennen. 

Die Adsorbierbarkeit der Enterokinase durch ‘Tonerce 
nimmt nach friiheren Beobachtungen des einen von uns*) be! 

1) Vel. KE. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, 8. 181, un 
zwar §. 206 ff. (1923/24). 


*) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, 8. 217, und zw: 
S. 238 (1924/25). 
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der Reinigung mehr und mehr ab; sie ist bedingt durch die 
Gegenwart amphoterer Begleitstofie, die, wie die Versuche der 
‘ab. 5 belegt haben, auch durch tryptischen Abbau entfernt 
a 3 J 

werden kiénnen. Die Erwartung, da anderseits auch die 
hemmende Wirkung der Tonerde in reineren, an Begleitern 
yverarmten Lésungen des Aktivators abgeschwiicht wiire, hat 
sich bestiitigt; der veriinderten Adsorbierbarkeit der Kinase 
entspricht eine geringere Inaktivierung durch das Adsorbens 


(Versuch 6). 


Versuch 6. Inaktivierbarkeit roher und gereinigter Enterokinase 
durch Tonerde. 0,20 cem Pankreasauszug jenth. 0,79 T.-(e)| versetzte 
man mit a) 1,50, b) 1,65 cem H,O und 1,0 ccm Tonerdesuspension C, 
(= 17,8 mg AJ,O,) und lieB darauf a) 0,30 cem rohen Kinaseauszug aus 
getrockneter Darmschleimhaut, b) 0,15 cem, niimlich die Aquivalente 
Menge, mittels Essigsiure- und Alkoholfil!ung gereinigte Enterokinase- 
lésung’) 30 Minuten bei 30° einwirken. Die tryptische Wirkung des 
Ansatzes entsprach dann einem Aciditaétszuwachs von a) 0,06, b) 0,22 cem 
0,2 n-KOH, die Hemmung der gereinigten Kinase durch Tonerde war 
also viel schwiicher; sie lie8 sich auch hier, wie an friiheren Beispiclen 
fiir die rohen Lésungen belegt wurde, durch Einwirkung einer geringen 
Menge Trypsin beheben. 

Tabelle 6. 

Aktivierbarkeit von adsorbiertem und nichtadsorbiertem Trypsin. 
(0,80 com Glycerinauszug aus Pankreas mit 2,8 T.-(e.) [0,20 cem : 0,80 cem 
0,2 n-KOH : 0,70 T.-(e.)], und zwar in nichtaktivierter Form; wechselnde 
Mengen Tonerdesuspension C, (Lecm = 17,8 mg Al,O,); 1,2 cem Entero- 
kinaselisung; Gesamtvolumen 12,0 ecm; 1/, Stunde bei 30° der Akti- 
vicrung tiberlassen; Bestimmungen ausgefiinrt mit je '/, des Ansatzes 
(entspr. 0,20 cem Auszug), und zwar a) Trypsin—Kinase in der Suspension, 
b) Trypsin und Trypsin—Kinase in der mittels der Zentrifuge abgetrennten 
Adsorptionsmutterlauge, niimlich mit und ohne vorherige Aktivierung 
durch Kinase; Angaben bedeuten Aciditiitszuwachs in ecem 0,2 n-KOH.) 





Angew. j Tonerde—Aufschlimmung A dsorptionsrestlisung 
mg Al,O; Trypsin—Kinase Trypsin—Kinase| ‘Trypsin 
i i — A TSS — — ae = = 
8,9 0,61 0,06; O11 | 0,28; 0,80 
17.8 0,40 0,02; 0,03 | 0,19; 0,23 








*) Nach E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zeitschr. Bd. 142, S. 217, 
und zwar §, 227ff. (1924/25). 
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Es soll an dieser Stelle noch iiber die Erscheinung he. 
richtet werden, daB die Enterokinase bei der Wirkung aut 
unvollstindig an Tonerde adsorbiertes Trypsin die adsorbierten 
Trypsinanteile vorzuziehen scheint; so ist die Tatsache zu deuten, 
daB sich, wie aus Tab. 6 hervorgeht, nach EKinwirkung des 
Aktivators auf die trypsinhaltigen Tonerdesuspensionen in den 
abgetrennten Adsorptionsmutterlaugen nur nichtaktivierte Tryp- 
sinanteile finden, wihrend die in den Aufschlammungen selbst 
gemessenen Aktivititen einen betrachtlichen Gehalt an Trypsin- 
Kinase anzeigen. 


8. Uber den Einflu8 von Casein und Pepton auf die Aktivitat 
der Enterokinase. 

Die Aktivierung des Trypsins durch Enterokinase wird 
durch die Gegenwart von Proteinen, beispielsweise von Gela- 
tine oder Casein, unterbrochen oder doch stark gehemmt. Diese 
Erscheinung, auf die bereits iltere Beobachtungen des einen 
von uns!) hingewiesen hatten und die wir bestitigen, beruht 
indessen, wie aus Versuch 7 hervorgeht, auf der Gegenwart 
durch Trypsin hydrolysierbarer Begleitstoffe, die sich in den 
rohen Enterokinaselisungen finden; sie sind gleichwie fir di 
Adsorption des Aktivators an Tonerde auch fir seine Bindung 
an das Protein verantwortlich. Die spezifische trypsinbindende 
(;ruppe der Kinase ist auch in ibrer Verbindung mit dem 
Protein inaktiviert, aber ihre Anlagerung unterbleibt, wenn die 
sie vermittelnden Begleiter durch tryptische Kinwirkung be- 
seitigt sind. 

Ks ist bemerkenswert, daB die inaktivierende Wirkung., 
die man nach dem Zusatz von Protemen wahrnimmt, fiir proteo- 
lytische Abbauprodukte wie Pepton nicht mehr zu beobachten 
ist: die Aktivierung des Trypsins durch rohe Enterokinase ver- 
lauft in Gegenwart von Peptonlésung mit unverminderter Ge- 
schwindigkeit (Versuch 8). Allein auch dieses Substrat, das 
fiir Trypsin—iiinase nicht mehr spezifisch ist, scheint mit dem 


') E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar 
S. 208 (1923/24). 
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Aktivator in Reaktion zu treten; aus der Beobachtung, dab 
eine aktivierungshemmende Wirkung von Tonerde bei Gegen- 
wart von Peptonlésungen nicht mehr zu bemerken ist (Ver- 
such 9), ist nimlich zu folgern, da8 der Aktivator durch Pepton 
aus den Adsorbaten an Tonerde eluierbar ist. Aber die Ver- 
einigung mit Pepton betrifft nicht die spezifische trypsin- 
bindende Gruppe des Aktivators und sie scheint der Vermitt- 
lung von Begleitstoffen nicht zu bediirfen. 


Versuch 7. Hemmung der Trypsinaktivierung durch Casein. 
a) 0,60 cem Enterokinaseauszug aus Darmschleimhaut vermischte man 
mit 2,2eem H,O + 5,0cem 6°/,igem Casein (Hammarsten) + 2,00 ccm 
n- Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 8,6 (bei 30°), dann mit 
0.20eem Pankreasauszug fenth. 0,70 T.-(e.)} und belieB den Ansatz 
1, Stunde bei 30°; die Bestimmung auf Trypsin-Kinase ergab dann 
einen Aciditiitszuwachs entspr. 0,06 ccm 0,2 n- KOH, eine erkennbare 
Aktivierung des Trypsins war also nicht eingetreten. 

b) Einflu8 von Casein nach Trypsineinwirkung. 0,60 cem der 
Kinaselésung versetzte man «) mit 0,02 cem Pankreasauszug |[enth. 
0.07 T.-(e.)] + 0,88 cem H,O, 8) mit 0,90 cem H,O und belieB sie 30 Min. 
bei 30°; darauf vermischte man mit 5,0 cem 6°/, igem Casein + 2,00 cem 
n-Ammoniak—~Ammonchloridpuffer und «) 1,32, 9) 1,02 cem H,O, sodann 
weiterhin mit a) 0,18 ecm Pankreasauszug [enth. 0,63 T.-(e.)!, 6) 0,18 cem 
Pankreasauszug + 0.30 ceem Trypsin-Kinaselésung [enth. 0,07 T.-(e.) in 
aktivierter Form] und bestimmte die Ansiitze auf Trypsin-Kinase. Der 
cemessene Aciditiitszuwachs entsprach «) 0,43 und #) 0,18 cem 0,2 n-KOH, 
es war also nach der Einwirkung einer geringen Menge Trypsin auf die 
Aktivatorlésung nunmehr eine deutliche Aktivierung auch in Gegenwart 
von Casein zu bemerken. 

Versuch 8. Einflu8 von Pepton auf die Aktivitét der Entero- 
kinase. 0,40 ccm Pankreasauszug [enth. 1,4 T.-(e.)} belie’ man nach 
dem Zusatz von a) 2,6cem H,O, b) 2,0 cem H,O und ec) 2,0 eem H,O 

- 0,60 cem Kinaselésung 30 Minuten bei 30°; dann fiigte man 2,00 cem 
n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 8,6 (bei 30°) sowie 5,0 ccm 
3°, iges Pepton (ex albumine, Merck) und im Ansatze zu b) noch 0,60 ccm 
Kinaselésung hinzu und bestimmte den Aciditiitszuwachs nach 60 Min. 
bei 30°; er betrug a) 0,10, b) 0,62 und c) 0,89cem 0,2 n-KOH. Aus der 
geringen Differenz der in den Ansiitzen zu b) und zu c) ermittelten 
Enzymwirkungen geht hervor, daB die Aktivierung des Trypsins durch 
die Gegenwart von Pepton [Ansatz zu b)] nicht beeintriichtigt wird. 

Versuch 9. Einflu8 von Pepton auf die Hemmung der Kinase- 
Wirkung durch Tonerde. 0,40 ecm Pankreasauszug [enth. 1,4 'T.-(e.)] ver- 
mischte man mit a) 2,0 ecm H,O. b) 1,0 cem H,O + 1,0 cem Tonerde- 
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suspension C, (= 17,8 mg Al,O,) + 0,60 cem Kinaseauszug und belieb 
die Ansitze wihrend 30 Min. bei 30°; dann fiigte man 5,0 cem 3°/,iges 
Pepton (ex albumine, Merck) + 2,00eem n-Ammoviak-Ammoneblorid- 
puffer von py = 8,6 (bei 30°) sowie a) noch 0,60ccm Kinaselésung hinzu 
und ermittelte den Acidititszuwachs nach 60 Minuten bei 30°; er betrug 
a) 0.61 und 0,60, b) 0,62 und 0,62 cem 0,2n-KOH, eine Hemmung der 
Trypsinaktivierung durch Tonerde war also in Gegenwart der Pepton 
lésung nicht zu beobachten und die gemessene tryptische Aktivitiit ent 
sprach der in Versuch 8, b) fiir die niimlichen Wirkungsbedingungev 
beobachteten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gesteliten Mittel. 








Darstellung von enterokinasefreiem Trypsin. 


(Achte Mitteilung zur Spezifitat tierischer Proteasen.) 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Kaj Linderstrém-Lang. 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschatten in 
Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Marz 1927. 
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Fiir die Gewinnung kinasefreier Lésungen von Trypsin 
haben K. Waldschmidt-Leitz, A. Schiffner und W. Grass- 
mann?) ein Verfahren beschrieben, das ,in der Zerlegung der“ 
z. B. in den Glycerinausziigen aus der Pankreasdriise ,,vor- 
liegenden Gemische von Trypsin und Trypsin—Kinase auf Grund 
spezifischer enzymatischer Affinititen“ besteht. Man eluierte 
aus den ‘lonerdeadsorbaten der Enzymgemische mit Casein 
vorwiegend die aktivierte Komponente und gewann aus den 
Restadsorbaten dann das aktivatorfreie Trypsin durch die Ein- 
wirkung verdiinnten Alkalis. Allein die Ausbeuten an diesem 
waren nur miBige, das Verfahren zu verlustreich; es ist nun 
verbessert worden. Die Elution des aktivierten Knzymanteils 
mit einem spezifischen Substrate, Casein, wird ersetzt durch 
eine auswahlende Adsorption an das Protein aus den urspriing- 
lichen Enzymgemischen selbst. 

Das abgeiinderte Verfahren, das wir beschreiben, beruht 
auf der spezifischen Adsorption von Trypsin—Kinase an einen 


*) Diese Zs. Bd. 156, S. 68 und zwar S. 84 ff. (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVI. 16 
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in der Enzymlésung selbst gebildeten Niederschlag von Casein: 
ihnliche Wege haben schon M. Bleibtreu und E. Atzler' 
zur Isolierung des Ferments der Blutgerinnung, L. Ambard: 
mit der Bindung von Amylase an Stiirke eingeschlagen. Ks 
ist von wesentlicher Bedeutung fiir den Adsorptionseffekt, dai 
die Ausfaillung des Substrates in den Enzymliésungen selbst. 
am vorteilhaftesten in etwas gealterten Ausziigen, vorgenommen 
wird; sie ist viel wirksamer als eine Behandlung mit un- 
geléstem Substrat, beispielsweise die Einwirkung von Fibrin. 
Auf diese besonders giinstige Adsorptionswirkung in der 
Lésung selbst gebildeter Adsorbentien haben schon R. Will- 
stiitter, K.Schneider und E. Wenzel?) aufmerksam gemacht: 
es war ihnen niimlich auf diesem Wege, mit Lésungen de: 
Hefesaccharase, gelungen, ,das Enzym von dem Produkt seiner 
Inaktivierung zu trennen“. 

Die Bindung der Trypsin—Kinase an ihr aus den Enzym- 
lésungen gefalltes Substrat Casein, iiber die unsere Versuche 
berichten, ist spezifisch; sie betrifft nur das aktivierte und 
gar nicht das nichtaktivierte Knzym. So beschrinken sich die 
beobachteten Verluste an Trypsin bei dem neuen Verfahren 
auf die iiblichen mechanischen Einbu8en bei der priparativen 
Arbeit und es wird durch mehrmalige Anwendung der Fiallung 
mit Casein, zweckmiBig bei p,, = 5,2, erreicht, daB das T'rypsi: 
in guter Ausbeute und frei von Trypsin—Kinase in den Mutter- 
laugen verbleibt. Um es in proteolytisch einheitlichem Zu- 
stande zu gewinnen, befreit man es dann nach den Angaben 
von K. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck‘) noch von 
dem beigemengten ereptischen Enzym. Es ist namlich vorteil- 
hafter, zuerst von Trypsin—Kinase und dann vom Erepsin ab- 
zutrennen, da bei der Fraktionierung der rohen Enzymlisungen 
mit Tonerde bei saurer Reaktion eine Zunahme des relativen 


1) Pfliigers Arch. Bd. 181, 8. 340 (1920); Bd. 194, S. 318 (1922). 

2) Soe. Biol. Bd. 83, S, 1458; Bd. 84, S. 230 (1921). 

3) Diese Zs. Bd. 151, 8S. 1, und zwar S. 4 (1925/26). 

*) Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 303 (1925); Bd. 149, S. 20 
u. zW. 8. 214 (1925); siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz, A.Schiffner 
u. W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 156, 8. 68, und zwar S. 82 (1926). 
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Trypsin—Kinasegehaltes infolge spontaner Aktivierung  ein- 
zutreten pflegt; sie ist nach vorangegangener Abtrennung der 
Trypsin—Kinase nicht mehr beobachtet worden. 


Die Anschauung, die wir vertreten'), daB die spezifische 
Wirkung der Enterokinase auf Trypsin .,nicht oder nicht allein 
in einer Steigerung der Zerfallstendenz der Enzym—Substrat- 
verbindung, sondern da8 sie in der Vermittlung der Bindung 
des Trypsins an gewisse Substrate besteht“, gewinnt an Sicher- 
heit durch die Beobachtung, daB auch die Adsorption der 
Trypsin—Kinase an Casein, nicht nur ihre Klution aus Adsor- 
baten, eine spezifische ist. Man hat diese Tatsache bei der 
Beurteilung der von J. H. Northrop?) vertretenen Vorstellung 
zu beriicksichtigen, wonach es fraglich erscheine, ob die enzy- 
matische Hydrolyse der EiweiBkérper der intermediiren Bil- 
dung einer KEnzym—Substratverbindung zur Reaktionsvermittlung 
bedarf. Die vermittelnde Funktion der Enterokinase, die wir 
beobachten, erlaubt die Schluffolgerung, daS man wie bei 
anderen enzymatischen Reaktionen auch bei der Wirkung der 
Proteasen die intermediire Bildung von Enzym—Substrat- 
verbindungen anzunehmen hat. 


Versuche. 


Die Bestimmung des gesamten Trypsingehaltes der Lésungen 
folgte dem von R. Willstatter, EK. Waldschmidt- Leitz, 
S. Dufiaiturria und G. Kiinstner*) mit Casein beschriebenen 
Verfahren. Auch die Prifung auf Trypsin—Kinase, also ohne 
besondere Aktivierung mit Knterokinase, nahmen wir nach 
diesem Verfahren vor, aber zur Steigerung der Empfindlichkeit 
unter Anwendung gréBerer Enzymmengen und der langeren 
bestimmungsdauer von 2 Stunden. 


') Vel. E. Waldschmidt-Leitz, A. Schiiffner u. W. Grass- 
mann, a a. O., und zwar S. 85 (1926). 
*) J. of gen. Physiol. Bd. 5, S. 263 (1922/23); Die Naturwissen- 
schaften Bd. 11, S. 713 (1923). 
*) Diese Ze. Bd. 161, S. 191, und zwar 8. 206 (1926). 
16* 
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Tabelle 1. 
Fraktionierung yon Trypsin und Trypsin-Kinase mit Casein und Fib;i) 
bei py, = 4,7. 
(20 ecm Glycerinauszug aus Pankreas, enth. 140 'I’.-(e.), davon 1,88 T.-(c.), 
d. i. 1,2°/, in aktivierter Form; 20 cem H,O; zugefiigt a) 6°/, iges Casein 
(Hammarsten), darauf gefillt durch Zusatz von n Essigsiiure (py 
4,7) und filtriert, bzw. Filtrat in gleicher Weise weiter fraktioniert 
b) Fibrin (fest); Mutterlaugen bestimmt nach Filtration, bzw. Abschleudern 
in der Zentrifuge. ) 














Ausbeute in der Mutter- 
; lauge (°'5) 
V ers.- 4 Oo R 2AEeNA o : 
“a Angew. Reagens g ~ 
seni Trypsin Trypsin- 
: Kinase 
—- . | 
I Casein 1,2 108 43 
2 = 2,4 100 36 
3 9 1,2 99 46 
4 : 1,2+0,6 101 30 
5 Casein, 1. Einw. 0,6 91 50 
~ we te 0,3 94 45 
a 03 102 | 38 
6 Fibrin 1,0 98 | 98 











Tabelle 2. 
Fraktionierung yon Trypsin und Trypsin—Kinase mit Casein bei py = 5.2 


(20 ecm Glycerinauszug, enth. 140 T.-(e.), davon 1,88 T.-(e.), d. i. 1,2! 
in aktivierter Form; 20 cem 6°/,iges Casein (Hammarsten), gefiillt 
durch Zusatz von 2,8 cem n-Essigsiiure (py = 5,2), filtriert; zu Filtrat 
zugefiigt 10 cem Caseinlésung + 1,2 ccm n-Essigsiiure (pq = 5,2), wieder: 
um filtriert; Filtrat nochmals in gleicher Weise mit 10 ecm Casein- 
lésung + 1,2 eem n-Essigsiiure behandelt; Operationen ausgefiihrt unter 
Kiihlung mit Kialtemischung; Enzymausbeuten mit 0,30 (fiir Trypsin’, 
bzw. 3,0 ccm (fiir Trypsin-Kinase) der letzten Mutterlauge bestimmt: 
Be-timmungsdauer 20, bzw. 120 Minuten.) 





Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH). 
- . —_ $$ 0} 
i Beobachtet | Ber. f. 100°/, ige ae te 
ui sibiaaiee | Ausbeute 
© = eae ee ee eee 
> Trvpsi | Try psin— | 6 in— 
Torco! ypsin—- | my. | Prypsin Tusnct, | sJrypsin 
Trypsin Kinase | Trypsin | Kinase Trypsin | Kinase 
1 0,47 0,03 0,50 | 0,42 94. 0 
2 0,53 0,05 | 0.55 | 0,46 95 | 0 
S51 0,48 0,04 | O54 | 0,46 ss 0 
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Tabelle 3. 

Fraktionierung mit Casein und spontane Aktivierung. 
Glycerinauszug, durch 3 malige Behandlung mit Casein von Trypsin- 
Kinase befreit und neutralisiert bei Zimmertemperatur aufbewahrt; Ver- 
gleichslésung: Auszug, mit Ammonacetatlésung in gleicher Weise ver- 

diinnt; bestimmt mit je 3,0 cem, 2 Stunden.) 





— SS a —— " 








Acidititszuwachs (cem 0,2 n- 
Enzymlésung =_— nach 
0 3 20 Stdn. 
Auszug, mit Ammonacetat verdiinnt . 0,31 | 0,66 1,14 
Auszug, mit Casein behandelt . . . 0,03 | 0.02 0,30 


Beispiel fir die Darstellung von enterokinase- und erepsin- 
freiem Trypsin, 

20 ccm Glycerinauszug aus Pankreas enth. 140 T.-(e.) 
[0,10 ccm: 0,80 cem 0,2 n-KOH, 0,70 T.-(e.)|, davon 1,88 T.-(e.), 
d.i. 1,2°/, in aktivierter Form (2,0 ccm, 2 Stdn.: 0,66 com 
0,2 n-KOH), wurden mit 20 ccm 6°/, iger Caseiniésung (Ham- 
marsten) versetzt, in Kaltemischung abgekiihlt und nach etwa 
5 Minuten durch Zusatz von 2,8 ccm n-Hssigsiure unter Um- 
schiitteln gefallt; 22 ccm der von der Fillung sogleich durch 
Filtration getrennten Mutterlauge fing man in 10 ccm 6°/, iger, 
gekiihlter Caseinlésung auf und fallte sie erneut durch so- 
tortigen Zusatz von 1,2 ccm n-Hssigsiiure; 15 com der wiederum 
durch Filtration vom Niederschlage getrennten und mit 10 ccm 
}°/,iger, kalter Caseinlésung vermischten Mutterlauge befreite 
man durch Zusatz von 1,2 ccm n-Kssigsiure und Filtration 
von den letzten Anteilen ‘lrypsin—Kinase; sie enthielt dann 
in 25 cem 35,8 T.-(e.) (0,30 cem: 0,53 ccm 0,2 n-KOH, 0,43 T.-(e.)) 
neben 0,0136 P. Er-E. | (1,00 cem, 240 Min.: 1,30 ccm 0,2 n-KOH 
(Leucylglycin); k = 0,000545), aber keine nachweisbare Menge 
Trypsin—Kinase mehr (3,0 ccm, 2 Stdn.: 0,04 ccm 0,2 n-KOH). 
Die unter Beriicksichtigung der erfolgten Verdiinnung berech- 
nete Ausbeute an Trypsin belief sich auf 95°), 

13 ccm der kinasefreien Lisung behandelte man dreimal 
mit je 0,50 ccm ‘Tonerdesuspension C, (= je 89mg AI,0,) 
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und trennte in der Zentrifuge von den Adsorbaten; die e 
haltene Adsorptionsmutterlauge (13 ccm) war frei von Trypsin - 
Kinase (3,0 ccm, 2 Stdn.: 0,03 com 0,2 n-KOH) und von Erepsi 
(1,0 ccm, 270 Min.: 0,07 com 0,2n-KOH (Leucylglycin)) und 
sie enthielt noch insgesamt 11,4 T.-(e.) (0,40 com: 0,45 ccm 
0,2n-KOH, 0,36 T.-(e.)), d. i. 62°/, der vor der Abtrennung de, 
Erepsins gemessenen ‘T'rypsinmenge. 


Der Notgemeinschait der Deutschen Wissenscha 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mitte. 





Uber die enzymatischen Wirkungen von 
Pankreas- und Darmsekret. 


(Neunte Mitteilung zur Spezifitait tierischer Proteasen.) 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Johanna Waldschmidt-Graser. 


Aus dem Physiologischen Institut der Hamburgischen Universitat {Direktor: Prof. Dr. 
0. Kestner |, Eppendorfer Krankenhaus, und dem Chemischen Laboratorium der Baye- 
rischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 38, Miirz 1927.) 


Herrn Prot. Dr. O. Kestner, Hamburg, verdanken wir die 
Anregung, die gewonnenen Beobachtungen iiber die enzyma- 
tischen Wirkungen von Pankreasdriise und Darmschleimhaut 
und ihrer Ausziige an den natiirlichen Sekreten dieser Organe 
nachzupriifen; wir schulden ihm fir die liebenswiirdige Uber- 
lassung von Untersuchungsmaterial, der frischen Sekrete von 
Fistelhunden, und yon Arbeitsméglichkeit in seinem Institute, 
in dem die Untersuchung ausgefiihrt wurde, sowie fiir sein 
eroBziigiges Kntgegenkommen aufrichtigen Dank. 

Die neuen Erkenntnisse iiber die Kigenschaften und die spe- 
zitischen Wirkungen der Pankreasproteasen, von denen EK. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Harteneck') vor einiger Zeit be- 
richtet haben, sind an dem Enzymmaterial der getrockneten 
Driise gewonnen worden; sie bedurften noch einer Kinschriin- 
kung, nimlich hinsichtlich ihrer Ubertragung auf das Sekret 
der Driise selbst. Es war naheliegend, aber noch ungewib, 
dafs .im Pankreassaft die niimlichen Enzyme sich finden, die 
in den Ausziigen der getrockneten Driisensubstanz beobachtet 
werden“,?) 


é 


*) Diese Zs. Bd. 147, S. 286; Bd. 149, 8. 208 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und zwar S, 291 (1925). 
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Die Priifung der enzymatischen Wirkungen von reinem 
pankreatischem Fistelsaft und ihre Spezifizierung, die wir vor- 
genommen haben, hat unsre Annahme bestiitigt, daB qualitative 
Unterschiede zwischen den proteolytischen Wirkungen des Sekrets 
und denen der Driisenausziige nicht zu erkennen sind; diese 
Feststellung, die die alteren Angaben von E. Fischer und 
K. Abderhalden!') berichtigt, ist auch in neueren Ausfiih- 
rungen von KE. Abderhalden?2) ,,Uber die Hydrolyse von Poly- 
peptiden durch Fermente“ anerkannt worden. Allein der Ver- 
gleich der enzymatischen Wirkungen in Pankreasdriise und 
Pankreassekret, die qualitativ iibereinstimmen, hat zu wichtigen 
und neuartigen Erkenntnissen iiber die Mengen- und iiber 
die Konzentrationsverhaltnisse der pankreatischen 
Enzyme in den beiden Ausgangsmaterialien gefiihrt. So 
ergibt sich aus unseren Versuchen, daB der Gehalt der nor- 
malen, z.B. auf hormonalen Reiz abgesonderten pankreatischen 
Sekrete an den vier wichtigsten Enzymen, Lipase, 
Amylase, Trypsin und Erepsin, nicht etwa, wie man anzunehmen 
geneigt ware, héher, sondern daB er erheblich, z. B. 5—10mal 
niedriger gefunden wird als der der rohen Glycerinaus- 
ziige aus getrockneter Driisensubstanz. Aber das Pankreas- 
sekret ist auch nicht enzymatisch reiner als die Driise 
selbst. Es geht aus unseren Belegen hervor, daB die enzy- 
matische Konzentration, der Reinheitsgrad, im Pankreassaft 
nur fiir das tryptische Enzym die in der getrockneten Driise 
des naimlichen Tieres gemessene iibertrifft, daB sie dagegen fiir 
die drei anderen untersuchten Enzyme, Lipase, Amylase und 
Erepsin, teilweise erheblich geringer gefunden wird; die Driise 
gibt also an das Sekret in diesen Fillen verhialtnismaiBig mehr 
nichtenzymatische als enzymatische Inhaltsstoffe ab. In der 
Kignung fiir analytische und priparative Untersuchungen sind 
die Enzymlésungen aus der getrockneten Driisensubstanz den 
natiirlichen pankreatischen Sekreten weit iiberlegen*), zuma! 





') Diese Zs. Bd. 46, S. 52 (1905). 

*) Diese Zs. Bd. 151, S. 151 (1925/26). 

5) Die Verwendung von Ausziigen aus getrocknetem Pankreas zur Be- 
schreibung und Reinigung des lipatischen (R. Willstaitter und E. Wald- 
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die Bestiindigkeit der Enzyme in dem vyerdiinnteren, wiiBrig- 
alkalischen Sekret, vor allem dic der proteolytischen, eine viel 
geringere ist; jene sind auch in ihrer Beschaffenheit unabhingig 
von dem wechselnden Zustande des lebenden Tiermaterials. 

Die Anwendung von Ausziigen aus der Driise selbst fiir die 
Beschreibung der Pankreasenzyme ist auch unbedenklich; man 
liuft nicht Gefahr, da8 Stérungen durch die Beimengung sekret- 
fremder Gewebsenzyme eintreten. Der Gehalt der Driise an 
sezernierbaren Knzymen wird in jedem Falle so bedeutend 
sein, daB der EinfluB etwa vorhandener und unterscheidbarer, 
aber nichtsezernierter Zellenzyme zu vernachliassigen ist. So 
erbringen wir in der vorliegenden Abhandlung fiir das Erepsin 
in der Pankreasdriise und im Pankreassaft den Nachweis, daB 
seine Aktivitit gegeniiber einer Reihe einfacher Peptide in 
Saft und Driise sowohl wie mit der des Darmerepsins in der 
Schleimhaut und im natiirlichen Darmsafte iibereinstimmt. Die 
Annahme zweier verschiedener ereptischer Enzyme in der 
Pankreasdriise, eines sezernierbaren und eines nichtsezernierten, 
die friiher berechtigt schien, ist auszuschlieBen, Die Identitat 
von Pankreas- und Darmerepsin andererseits, die K. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Schaffner!) aus ihren Beobachtungen 
gefolgert haben, wird weiter gestiitzt durch die Feststellung, 
daB das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten bei der 
Hydrolyse verschiedener Peptide auch durch das natiirliche 
Pankreas- und Darmsekret iibereinstimmt, so wie es friher 
fiir den Vergleich der Krepsinlisungen aus Pankreasdriise und 
Darmschleimhaut belegt worden ist.?) Wir haben mit dem 
Versuch begonnen, unsere Annahme iiber die beiden Enzyme 
durch vergleichende, exakte Affinititsmessungen an einfachen 
Substraten, die gefordert werden miissen, noch zu erhiirten. 
schmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, S. 182 [1922/23]), des diastatischen 
(R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse, Diese 
Zs. Bd, 126, S. 148 [1922/23], Bd. 142, S. 14 [1924/25]) und der proteo- 
lytischen Enzyme (E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, Diese 
Zs. Bd. 147, 8. 286; Bd. 149, S. 203 [1925}) wird dadureh gerechtfertigt. 

) Diese Zs. Bd. 151, S. 31 und zwar S. 34 (1925/26). 

*) Ava. O. und zwar S. 54 (1925/26). 
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Die Priifung der enzymatischen Wirkungen von reinem 
pankreatischem Fistelsaft und ihre Spezifizierung, die wir vor- 
genommen haben, hat unsre Annahme bestiitigt, daB qualitative 
Unterschiede zwischen den proteolytischen Wirkungen des Sekrets 
und denen der Driisenausziige nicht zu erkennen sind; diese 
Feststellung, die die alteren Angaben von EK. Fischer und 
K. Abderhalden!) berichtigt, ist auch in neueren Ausfiih- 
rungen von E. Abderhalden2) ,Uber die Hydrolyse von Poly- 
peptiden durch Fermente“ anerkannt worden. Allein der Ver- 
gleich der enzymatischen Wirkungen in Pankreasdriise und 
Pankreassekret, die qualitativ iibereinstimmen, hat zu wichtigen 
und neuartigen Erkenntnissen iiber die Mengen- und iiber 
die Konzentrationsverhaltnisse der pankreatischen 
Enzyme in den beiden Ausgangsmaterialien gefiihrt. So 
ergibt sich aus unseren Versuchen, daB der Gehalt der nor- 
malen, z.B. auf hormonalen Reiz abgesonderten pankreatischen 
Sekrete an den vier wichtigsten Enzymen, Lipase, 
Amylase, Trypsin und Erepsin, nicht etwa, wie man anzunehmen 
geneigt ware, héher, sondern daB er erheblich, z. B. 5—10mal 
niedriger gefunden wird als der der rohen Glycerinaus- 
ziige aus getrockneter Driisensubstanz. Aber das Pankreas- 
sekret ist auch nicht enzymatisch reiner als die Driise 
selbst. Es geht aus unseren Belegen hervor, da die enzy- 
matische Konzentration, der Reinheitsgrad, im Pankreassaft 
nur fiir das tryptische Enzym die in der getrockneten Driise 
des namlichen Tieres gemessene iibertrifft, daB sie dagegen fiir 
die drei anderen untersuchten Enzyme, Lipase, Amylase und 
Erepsin, teilweise erheblich geringer gefunden wird; die Driise 
gibt also an das Sekret in diesen Fallen verhiltnismaBig mehr 
nichtenzymatische als enzymatische Inhaltsstoffe ab. In der 
Kignung fiir analytische und priparative Untersuchungen sind 
die Knzymlésungen aus der getrockneten Driisensubstanz den 
natiirlichen pankreatischen Sekreten weit iiberlegen*), zumal 





') Diese Zs. Bd. 46, S. 52 (1905). 

*) Diese Zs. Bd. 151, S. 151 (1925/26). 

3) Die Verwendung von Ausziigen aus getrocknetem Pankreas zur Be- 
schreibung und Reinigung des lipatischen (R. Willstitter und E.Wald- 


se — 
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die Bestindigkeit der Enzyme in dem verdiinnteren, wiiBrig- 
alkalischen Sekret, vor allem die der proteolytischen, eine viel 
geringere ist; Jene sind auch in ihrer Beschaffenheit unabhiangig 
von dem wechselnden Zustande des lebenden Tiermaterials. 
Die Anwendung von Ausziigen aus der Driise selbst fiir die 
Beschreibung der Pankreasenzyme ist auch unbedenklich; man 
lauft nicht Gefahr, daB Stérungen durch die Beimengung sekret- 
fremder Gewebsenzyme eintreten. Der Gehalt der Driise an 
sezernierbaren Enzymen wird in jedem Faille so bedeutend 
sein, daB der EinfluB etwa vorhandener und unterscheidbarer, 
aber nichtsezernierter Zellenzyme zu vernachlissigen ist. So 
erbringen wir in der vorliegenden Abhandlung fiir das Erepsin 
in der Pankreasdriise und im Pankreassaft den Nachweis, daB 
seme Aktivitat gegeniiber einer Reihe ecinfacher Peptide in 
Saft und Driise sowohl wie mit der des Darmerepsins in der 
Schleimhaut und im natiirlichen Darmsafte iibereinstimmt. Die 
Annahme zweier verschiedener ereptischer Enzyme in der 
Pankreasdriise, eines sezernierbaren und eines nichtsezernierten, 
die friiher berechtigt schien, ist auszuschlieBen. Die Identitat 
von Pankreas- und Darmerepsin andererseits, die EK. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Schiffner?) aus ihren Beobachtungen 
gefolgert haben, wird weiter gestiitzt durch die Feststellung, 
daB das Verhiiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten bei der 
Hydrolyse verschiedener Peptide auch durch das natiirliche 
Pankreas- und Darmsekret iibereinstimmt, so wie es friher 
fiir den Vergleich der Krepsinlisungen aus Pankreasdriise und 
Darmschleimhaut belegt worden ist.) Wir haben mit dem 
Versuch begonnen, unsere Annahme iiber die beiden Enzyme 
durch vergleichende, exakte Affinitiitsmessungen an einfachen 
Substraten, die gefordert werden miissen, noch zu erhiirten. 





schmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, S. 132 [1922/23]), des diastatischen 
(R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse, Diese 
Zs. Bd, 126, S. 148 [1922/23], Bd. 142, S. 14 [1924/25]) und der proteo- 
lytischen Enzyme (E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, Diese 
Zs. Bd. 147, S. 286; Bd. 149, S. 203 (1925]) wird dadurch gerechtfertigt. 
1) Diese Zs. Bd. 151, S. 31 und zwar S. 34 (1925/26). 
*) A. a. O. und zwar S. 54 (1925/26). 
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Weitere Beobachtungen, iiber die wir berichten, betrefien 
die enzymatischen Wirkungen des natiirlichen, von der Darm- 
schleimhaut abgegebenen Sekrets, wie man es bei der Spiilung 
isolierter Darmschlingen gewinnt. Es hat sich gezeigt, dat 
das intestinale Sekret auch nach monatelanger Isolierung des 
gepriiften Dinndarmabschnitts stets reichliche Mengen von 
Erepsin enthalt, dessen Betrag nach der Art der zugefiihrten 
sekretionsanregenden Lisung in weiten Grenzen wechselt. Die 
Angaben von O. Cohnheim}) iiber die besondere Existenz des 
Darmerepsins und iiber seine besondere Sekretion, die zuweilen 
bestritten worden sind,?) bestatigen sich also. Allein es ist 
sehr bemerkenswert, da8B das normale, von Fremdstoffen und 
Leukocyten freie Sekret der isolierten Darmschlinge un- 
abhingig von der Art seiner Reizung, wie unsre Versuche be- 
legen, nicht nur kein Trypsin, sondern auch keine Fn‘-.0- 
kinase mehr aufweist. Wir folgern daraus, daB der Gehalt 
der Darmschleimhaut an Enterokinase von der Zufuhr pan- 
kreatischen Sekretes abhingt, in welchem sich der Aktivator 
nach den Beobachtungen von EK. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck®) in Form einer unwirksamen Vorstufe findet. 
Die Vorstellung, die wir zur Erérterung stellten*) und der diese 
Feststellung entspricht, daB ,,der Befund ... von Enterokinase 
in dem Sekrete der Schleimhaut auf einer sekundaren An- 
haufung ... in deren Driisenzellen beruht“ und daB die Um- 
wandlung der“ von der Pankreasdriise ausgebildeten ,,Aktivator- 
vorstufe in das fertige Produkt ... sich dann in den Zellen 
der Darmschleimhaut vollzieht“, wird weiter gestiitzt durch die 
Beobachtung, da8 auch der Kinasegehalt in der Darmschleim- 
haut selbst nach der Entfernung des Pankreas schon nach 





1) Diese Zs. Bd. 33, §. 451 (1901); Bd. 35, S. 134; Bd. 36, S. 13 
(1902); Bd. 47, S. 286; Bd. 49, S. 64; Bd. 51, S. 415 (1906). 

2) Siehe dazu Foa, Arch. di Fis. Bd. 5, S. 1 (1908); C. Glaessner 
und A. Stauber, Biochem. Zs. Bd. 25, 8.204 (1910); siehe dagegen 
J. Amantea, Arch. di Farm. Bd. 27, S. 109 (1919); Arch. ital. Bioi. 
Bd. 71, S. 64 (1922). 

8) Diese Zs. Bd, 149, S. 221 (1925). 

4) A. a. O. und zwar S. 224 ff. (1925). 
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einigen Tagen nur noch geringfiigig ist.1) Wahrend also das 
Darmerepsin trotz seiner Identitit mit dem Pankreasenzym, 
die man anzunehmen hat, als echtes, primiires Sekretions- 
produkt der Darmschleimhaut zu gelten hat, scheint die Entero- 
kinase ihre eigentliche Entstehung der Pankreasdriise zu ver- 
danken; ihre Absonderung mit dem intestinalen Sekret ist 
bedingt durch die Zufuhr ihrer Vorstufe aus dem Pankreas. 


Versuche. 


1. Vergleich der enzymatischen Aktivitaten von Pankreassaft 
und Pankreasdrise. 


Die Versuche, die den Vergleich des Enzymgehaltes von 
frischem Hundepankreassaft einerseits, von Hundetrocken- 
pankreas, bzw. Glycerinauszug aus getrocknetem Schweine- 
pankreas andrerseits betreffen und deren Ergebnisse wir im 
folgenden beschreiben, haben die Bedeutung, daB sie das Vor- 
‘kommen der einzelnen, in den Praparaten aus der Pankreas- 
driise selbst nachgewiesenen Enzyme im normalen Bauch- 
speichel bestiitigen und daB sie wichtige Anhaltspunkte ergeben 
fir die Kignung der verglichenen Praparate zur Anreicherung 
und Beschreibung ihrer enzymatischen Komponenten. Die 
frisch gepriiften Pankreassekrete und Pankreasdriisen ent- 
stammten verschiedenen Versuchstieren, man gewann das Sekret 
teils aus Duodenalfistelhn am Pankreasausfiihrungsgang nach 
der Kingabe verdiinnter Salzsiure in den Darm, und zwar mit”) 
und ohne Ableitung der Galle, teils durch unmittelbares An- 
schneiden des Pankreasgangs und nach der Injektion von 
Sekretin; es war in jedem Falle frei von Beimengungen aus 
dem Magen.*}) Bei der Bestimmung der einzelnen Enzyme 


) Vgl. damit die Beobachtungen von W. Sawitsch, Soc. des Méd. 
russes St. Pétersbourg 1900/01 und von Foa, Arch. di Fis. Bd. 5, S. 1 
(1908); Biochem. Zbl. Bd. 7, S. 2332 (1908). 

*) Siehe dazu O. Cohnheim und Ph. Klee, Diese Zs. Bd. 78, 
S. 464 (1912). 

*) Eine Verunreinigung durch geringe Mengen Darmsekret war in- 
dessen nicht ausgeschlossen. 





Tabelle 1. 


Enzymgehalt von Pankreassekreten und Pankreasdriisenpraparaten. 

















z Gehalt pro cem, bzw. (b. Trockenpriiparat) 0,10 g an 

ob Versuchs- a a Versuchs- |- iia an ‘cananeamenanael 

2 datum ae — tows Trypsin |Trypsin-Kinase —Erepsin Lipase Amylase 
hod T.-(e.) T.-(e.) | P.Er.-E. L.-E. Am.-E. 
& —— = — Seep Sen —— oer 
2 Saft aus Duodenal- 

co 26. X. 1926] fisteln, gallenfrei, auf | ifund I 4,80 1,38 | 2,9 — | — 

= 0,1-n. HCl 

a 2. XI. 1926 do. yd 0,96 | 2, 0,14 0,826 
= 20. XI. 1926 do. a 4,36 — | 7,3 0,15 0,327 
= Saft aus Duodenal- | 

+ 26. X. 1926] fisteln, gallenhaltig, e [I 1,93 1,60 | 1,5 — — 

a auf 0,1-n. HCl 

~ aoe Pankreassaft, direkt | ; 

oc 6. XI. 1926 ~ ee ‘ Ii 4,44 0 U,% — 0,530 
5 gew., auf Sekretin | | | 

a | 

2 ’ , Pankreasdriise - | ; 

= 11. XI. 1926 ; « & 5,50 0 9,0 0,28 0,808 
zc getrocknet') | 

Re oes Glycerinauszug 1: 10 ; | | | 

> 21.X. 1926 Schwein 8,00 0,09 | 2] 3,50 4,28 

a eus Trockenpankreas ? | 

~~ 1) Nach dem yon R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz angegebenen Verfahren, Diese Zs. Bd. 125, S. 130 
re) 


und zwar 8. 148 (1922/23). 


9 
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bd Ce 


folgte man den friiher beschrieben Methoden’), die Priifung auf 
tryptische Wirkung wurde zur Bestimmung des Aktivierungs- 
grades mit und ohne vorherige Kinwirkung von Knterokinase- 
lésung aus Schweinedarm ausgefiihrt. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB trotz der zum Teil 
betrichtlichen Schwankungen, die der Enzymgehalt des pan- 
kreatischen Sekretes, sei es verschiedener Tiere, sei es des 
nimlichen Tieres zu verschiedenen Zeiten aufweist, getrocknetes 
Driisenmaterial oder Driisenextrakt, mit den iiblichen Mengen 
Extraktionsmittel bereitet, in allen Beispielen verhaltnismabig 
gréBere Enzymmengen enthalt. Der quantitative Unterschied, 
der fiir den angefiihrten Vergleich von Hundesekret und Hunde- 
driise in allen Fallen deutlich genug ist, tritt besonders hervor 
bei der Gegeniiberstellung mit dem Auszug aus getrocknetem 
Schweinepankreas, dessen Enzymgehalt, vor allem der lipatische 
und der amylatische, weitaus am giinstigsten gefunden wird. 


Tabelle 2. 


Enzymgehalt und Reinheitsgrad in Pankreasdriise und -sekret des niim- 
lichen Hundes, 
(saft durch direktes Anschneiden des Ausfiithrungsganges auf In- 
jektion von Sekretin gewonnen und sogleich bestimmt; Driise getrocknet 
mit Accton und Ather.) 











. ; ; = Vreinheitsgra 4 
EKnzymmenge (Enzymeinheiten) in R inh¢ seg 
oe (Enzymwert) von 
hnzym 7 ao Pa 
1,0 cem Saft | 0,10g Trockendriise Salt Trockendriise 
Trypsin 4,40 3,90 1,52 0,39 
Erepsin 0,000055 0,0011 0,000019 0,00011 
Lipase 0,26 1,34 0,113 0,134 
Amylase } 1,75 14,5 0,607 1,45 





) Siehe R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz, 8S. Dunai- 
turria und G. Kiinstner, Diese Zs. Bd. 161, S.191 und zwar S 206 
(1925/26) (Trypsin); E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, Diese 
Zs. Bd. 147, 8S. 286 und zwar S. 292 (1925) (Erepsin); R. Willstitter, 
E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen, Diese Zs. Bd. 125, S. 91 
und zwar 8. 110 (1922/23) (Lipase); R. Willstatter, E. Waldschmidt- 
Leitz und A. R. F. Hesse, Diese Zs. Bd. 126, S. 143 und zwar S. 155 
(1922/23) (Amylase). 
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Der Vergleich der Enzymmengen in Sekret und Organ 
verschiedener Tiere, den die Tabelle veranschaulicht, kénnte 
unsicher erscheinen, obgleich er durch eine Reihe gleichsinniger 
Beispiele belegt wird. Allein die Bestimmung von Enzymgehalt 
und von enzymatischer Konzentration in Saft und Driise des 
naimlichen Individuums, die wir vorgenommen haben und die 
in Tab. 2 beschrieben wird, bestiatigt die gewonnenen Erkennt- 
nisse. Nur fiir Menge und Konzentration des tryptischen En- 
zyms, in dem untersuchten Beispiele unverhiltnismibig hoch, 
ergibt die Messung des pankreatischen Sekrets héhere Werte, 
wihrend fiir die tibrigen gepriiften Enzyme, Erepsin, Lipase 
und Amylase, sowohl ihre Menge in vergleichbaren Anteilen 
der Praiparate wie auch ihr Reinheitsgrad, der in den Enzym- 
werten zum Ausdruck kommt, in der Driise selbst giinstiger 
gefunden wird. Fiir die praparative und fiir die analytische 
Untersuchung irgendeines pankreatischen Enzyms werden also 
Ausziige, z.B. Glycerinausziige aus der Driisensubstanz selbst, 
die haltbarer und die leichter zu gewinnen und zu reprodu- 
zieren sind, den Driisensekreten in den meisten Fallen vor- 
zuziehen sein. 


2. UWher den Gehalt des Darmsafts an Erepsin und Enterokinase. 


Die Angaben der Literatur iiber das Vorkommen von 
Krepsin im reinen Darmsekret sind widersprechend. Den Be- 
obachtungen von O. Cohnheim!), die von J. Amantea’*) be- 
stiitigt worden sind, daB die Darmschleimhaut auch bei 
pankreaslosen Tieren Erepsin enthalte, stehen Befunde von 
C.Glaessner und A, Stauber’) einerseits, von Ff o0i*) andrer- 
seits gegeniiber, wonach in der Schleimhaut, bzw. in ihrem 
Sekrete nach langerer Isolierung vom Pankreas kein Erepsin 
mehr nachzuweisen sei; man glaubte seinen Ursprung auf das 


') Diese Zs. Bd. 36, S. 13 (1902); Bd. 47, S. 286 (1906); sieche dazu 
S. Salaskin, Diese Zs. Bd. 35, S. 419 (1902). 

*) Arch, di Farm. Bd. 27, 8S. 109 (1919); Arch. ital. Biol. Bd. 71, 
S. 64 (1922). 

8) Biochem. Zs. Bd. 25, 8. 204 (1910). 

4) Arch. di Fis. Bd. 5, 8. 1 (1908); Biochem. Zbl. Bd. 7, S. 2332 (1908). 
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Pankreas zuriickfiihren zu kénnen. Ebensowenig einheitlich 
sind die Aussagen der Literatur iiber Vorkommen und Pro- 
duktion der Enterokinase in isolierten Darmabschnitten. Wah- 
rend W. Sawitsch?) sowie f'o4?) den Aktivator im Sekrete 
und in den Ausziigen der vom Pankreassafte isolierten Schleim- 
haut vermissen, geben EK. Pozerski und 8. Krongold’) an, 
da8 in verpflanzten Darmstiicken die Enterokinasewirkung im 
Gegensatz zu enzymatischen Wirkungen der Schleimhaut er- 
halten bleibe. 

Den angefihrten Beobachtungen liegen in keinem Falle 
exakte Aktivititsmessungen an spezifischen Substraten zugrunde ; 
sie bedurften der Nachpriifung mit verbesserter Methodik. 
Ks hat sich ergeben, wie die in der nachfolgenden Tabelle 3 
mitgeteilten Belege erweisen, daB im Sekrete Vellascher Darm- 
schlingen auch nach monatelanger Isolierung derselben vom 
iibrigen Darm und vom Pankreas stets reichliche Mengen von 
Darmerepsin nachzuweisen sind, dessen Sekretion nach der 


Tabelle 3. 


Enzymgehalt in normalem Darmsekret aus Vellaschlinge vom Hund. 


(Injizierte Lésungen enthalten 0,9°/, NaCl; Gehalt an Enterokinase 
bestimmt durch Einwirkung auf 0,10 ecm inaktiven Glycerinauszug (1 : 10) 
aus Schweinetrockenpankreas, enthaltend 0,70 T.-(e.), ausgedriickt durch 
die Anzahl vollaktivierter T.-(e.); Bestimmungen ausgefiihrt sogleich nach 
Gewinnung des Sekrets, Gehalte beziehen sich auf Gesamtmenge des 
Sekrets). 





Injizierte Lésung | pew.| Tryps.-Geh.| Erepsin-Geh |Kinase-Geh. 
Datum |-— : chi 
1926 











| ‘lop ang. lentspr. 
| COM | com ccm | “(e.) ecm | “"" Leem | T.-(e.) 





30. X. | 0,01-n. HCl | 0 | 5,0 | 0,0013 | 0,5 0 
4. XI, 0,01-n. HCl | 88 70 12,5} 0 | 5,0] 00060 | 1,0! 0 
30. X. |1°', NaHCO,| 50 | 40 | 2,5} O | 5,0 | 0,023 10; 0 
0 
0 
0 


| 
| 





11, XI |1°/, NaHCO,| 90 | 95 | 2,5 5,0 | 0,022 11,0| 0 
25. XI. |1°/, NaHCO,; 85 | 65 | — 5,0 | 0,022 | 1,0) 0 
11. XI. |.0,9°/, NaCl | 88 | 30 | 2,5 5,0 | 0,000841 1,0 | 0 

*) Soe. des Méd. russes St. Pétersbourg 1900/01. 

ou ©, 

*) Soc. Biol. Bd. 77, S. 278 u. 330 (1914). 
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Kinfiihrung alkalischer Lisungen in das Darmlumen im Ver- 
gleich mit sauren Spiilungen betrichtlich verstirkt ist. Da- 
gegen war in keinem der untersuchten Beispiele in normalem, 
reinem Darmsekrete die Gegenwart von Trypsin oder von 
Enterokinase zu beobachten. Wenn in gewissen Fallen, wie 
wir gefunden haben, Enterokinase bei der Spiilung des iso- 
lierten Darmabschnittes beobachtet wird, so ist sie auf die 
Beimengung von Leukocyten aus den Follikeln der Darmwand 
zurickzufihren, auf deren Kinasegehalt schon die Untersuchungen 
von C. Délezenne!) hingewiesen haben. Ibre Menge nimmt 
in solchen Fallen, bei der Spiilung vereiterter Darmschlingen, 
bei wiederholter Injektion ab und verschwindet dann ganz, sie 
geht parallel mit dem Leukocytengehalt des Sekrets, wihrend 


Tabelle 4. 
Enzymgehalt in leukocytenhaitigem Darmsekret aus Vellaschlinge. 


(Operationen und Bestimmungen ausgefihrt, wie fiir Tab. 3 angegeben.) 





~ Injizierte Losung |gew,|Tryps.Geh./Erepsin-Geh. /Kinase-Geh. 
atum ee “oe aan . ite 


| sekr.l ang | ang. | ang. lentspr. 
1926 | eem ml i -(e.) S| Er.-E. S , 


ccm | ecm | cem | ccm | T.-(e.) 


12. XI. | 1°/, NaHCO, | | 
1.Injekt. | 90 | 95 12,5 0 [5,0 0,050 | 1,0 | 143 
1,5 °/, Na,SQ, | 
2. Injekt. | 90 | 95 ] 2,5 0 5,0 0,015 | 1,01 52 
0,005-n. HCl | 


ane 5 ann 1s 

















3. Injekt. | 90 | 60 | 2,5 0 15,0) 0,019 | 1,0) 0 
16. XI. | 0,9°/, NaCl | | | 

1. Injekt. | 90 | 25 |—  — 15,0 | 0,0078] 1,0 | 24 

aa | 90 | 35 | — — 5.0 0014 11,0 | — 

3. , *)|90 }36 |— | — 15,0| 0018 J 10] 4,7 
19. XI. | 0,9°/, NaCl 

1. Injekt. | 90 |} 25 | —- | — f—|] — 1,0} 50 

2, );90;307—) — T— |] ~— 10) 7,2 

ae ee ee ee fe 1.0] 4,5 





) Soc. Biol. Bd. 54, 8.590, 691, 693 (1902); Bd. 56, S. 166 (1904). 
*) Nach Fiitterung des Tieres mit Mileh und Brot. 

5) Vorgenommen nach 1 Stunde. 

*) Vorgenommen nach 2 Stunden. 


- a! 
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Tabelle 5. 


Enzymgehalt in frischer Darmschleimhaut. 


(Schleimhaut prapariert durch Waschen mit Wasser und Abschaben; 
Bestimmungen ausgefihrt, wie fiir Tab. 3 angegeben; Angaben beziehen 
sich auf 1,0 g frische Schleimhaut). 








Gehalt an 
Versuchstier Trypsin Erepsin | Kinase 
T.-(e.) Er.-E. entspr. T.-(e.) 
- | | 
Katze, normal . .... . 0,28 | 0,012 | 5,0 
Hund, 8 Tage nach Entfernung 
der Pankreasdriise. . . . 0,12 0,0045 | 0,14 


die vergleichsweise bestimmte Menge des ereptischen Knzyms 
bei solchen Vornahmen keinen Riickgang erfahrt (Tab. 4). Es 
ist daraus zu folgern, da8 nur das Erepsin, nicht aber die 
Enterokinase als urspriingliches Sekretionsprodukt der Darm- 
schleimhaut zu gelten hat; der Aktivator scheint vielmehr von 
den Zellen der Darmschleimhaut dem pankreatischen Sekrete 
enthommen zu werden, mit welchem er in Form einer Vorstufe 
von der Pankreasdriise abgesondert wird. Dieser Vorstellung ent- 
spricht die vergleichende Bestimmung des Kinasegehaltes nor- 
maler und pankreasloser Tiere im Darm, die wir in Tab. 5 be- 
schreiben und die erkennen JaBt, daB nach der Entfernung der 
Pankreasdriise die Menge des Aktivators, die in der Darmschleim- 
haut nachzuweisen ist, auf einen geringen Bruchteil zuriickgeht. 


3. Zur Spezifitat von Pankreas- und Darmerepsin. 


Spaltbarkeit von Peptonen. Die Feststellung, iiber 
die EK. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck!) berichten 
konnten, daB ,,die Wirkung des Pankreaserepsins und gleicher- 
weise die des Darmerepsins sich lediglich auf die Hydrolyse 
einfacher Peptide bezieht“... und da ,schon ein Pepton der 
Pepsinverdauung seiner Kinwirkung nicht mehr unterliegt“, war 
aus der enzymatischen Spaltbarkeit kiuflichen Peptons aus 
Kieralbumin abgeleitet. Sie hat sich auch in unseren Ver- 


suchen bestitigt. Allein es hat sich ergeben, daB die ver- 


1) Diese Zs. Bd. 149, S. 203 und zwar S. 209 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVI. 17 
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schiedenen ,,Peptone“ der Pepsinverdauung in ihrer ereptischen 
Spaltbarkeit bedeutende Unterschiede aufweisen. Es ist nicht 
belanglos, ob die Verdauung durch Pepsin, wie es bei kiuflichen 
Praparaten der Fall zu sein scheint, nur unvollkommen oder ob sie, 
sel es im Reagenzglasversuch, sei es bei der tierischen Verdauung 
selbst, bis zum Stillstand der enzymatischen Kinwirkung gefihrt 
wird. So haben schon E. Waldschmidt-Leitz und E. Simons?) 
am Beispiel der Caseinhydrolyse darauf hingewiesen, ,,daBb unter 
der Wirkung des Pepsins“, die bis zur Konstanz des Aciditits- 


Tabelle 6. 
Enzymatische Spaltung von ‘Teleopepton aus Fleisch. 

(30 ccm Peptonlésung, gewonnen nach Fiitterung von ausgekochtem 
Fleisch aus Duodenalfistel und nach 10tigiger Aufbewahrung angesetzt 
(enth. 294 mg Stickstoff), neutralisiert mit 1,5 cem 0,1-n. NaOH; 12,0 cem 
n. Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 8,6 (bei 30°); 6,0 cem tryp- 
sinfreies Erepsin (enth. 0,0187 Er.-E.), bzw. 10,0 cem erepsinfreies Trypsin, 
mit Enterokinase aktiviert (mit 6,5 T’-[e,!), bzw. 6,0 cem Erepsin (mit 
0,0187 Er.-E.) + 6,0 eem Trypsin (mit 5,0 T.-[e.!, Gesamtvolumen 60 cem; 
Py = 7,8; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem; Angaben bedeuten 


3 
eem 0,2-n. KOH Acidititszuwachs). 





Zeit Erepsin ‘Trypsin-Kinase | Erepsin + Trypsin-Kinase 
90 Minuten 1,22 
150 rr 1,40 — 
20 Stunden 2,55 1,60 
43, 3,00 
16 Tage 3,56 2.55 4,45 
| 3,60”) 2,87 %) 4,75 4) 











zuwachses gefiihrt war, ,geringe Mengen durch Erepsin zer- 
legbarer Produkte entstehen“, und es geht aus den Ergebnissen 
der in vorstehender Tabelle 6 wiedergegebenen Versuche hervor, 
daB entsprechend den alteren Beobachtungen von O. Cohnheim5) 


') Diese Zs. Bd. 156, 8S. 99 und zwar S. 103 (1926). 

*) Biuretreaktion negativ. 

8) Biuretreaktion positiv (rotviolett). 

*) Biuretreaktion negativ. 

‘) Diese Zs. Bd. 35, 8. 134 (1902); Bd. 49, S. 64; Bd. 51, 8S. 415 
(1906); O. Cohnheim und L. Tobler, Diese Zs, Bd. 45, §. 185 (1905). 





————E 
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auch die Produkte der vollstindigen peptischen Hydrolyse von 
KiweiB im tierischen Organismus durch Erepsin weitgehend 
spaltbar sind; die natiirliche Verdauung der Proteine im 
Magen, durch groBe Mengen Sekret und durch die mechanische 
Anordnung des Magens?) beférdert, fiihrt zu tiefer abgebauten 
Produkten, als sie in vielen kiuflichen Peptonpriiparaten vor- 
liegen. Auf Grund ihrer ereptischen Spaltbarkeit lassen sich 
verschiedene Produkte des peptischen Abbaues unterscheiden; 
man wird die Produkte unvollstiindiger peptischer Hydrolyse, 
darunter manche kiuflichen Peptone, die von dem reinen 
Erepsin nicht angegriffen werden, vielmehr zu den Albumosen 
zu rechnen haben, wihrend fiir die Kennzeichnung des Peptid- 
gemisches, das bei der vollstiindig durchgefiihrten Pepsinein- 
wirkung entsteht, die Bezeichnung ,,Teleopepton“ vorge- 
schlagen wird. Es bedarf indessen der Nachpriifung, ob die 
enzymatische Spaltbarkeit der ,,Teleopeptone“ aus verschiedenen 
Kiweiikoérpern, z. B. die ereptische, iibereinstimmt oder ob, wie 
es wahrscheinlicher ist, bei der peptischen Hydrolyse der ein- 
zelnen Proteine Produkte entstehen, die nach ihrer enzymatischen 
Angreifbarkeit auch qualitativ zu unterscheiden sind. Fiir die 
Kennzeichnung der Peptone, unter denen Gemische der ver- 
schiedenartigsten Zusammensetzung zusammengefaft werden, 
und fiir ihre Fraktionierung in einheitliche Substanzen wird 
die enzymatische Analyse unentbehrlich sein. So ergibt die 
enzymatische Analyse des ,,Teleopeptons“ aus Fleisch, die wir 
beschreiben, daB sein Abbau durch das trypsinfreie Erepsin, 
obwohl er in Bestiitigung der Angaben von O. Cohnheim?) 
zu biuretfreien Produkten fiihrt, nicht vollstiindig ist; die Auf- 
spaltung unter Mitwirkung des Trypsins, an der Bildung titrier- 
barer Carboxyle, und zwar bis zur Konstanz der Werte ge- 
messen, verliuft nicht nur rascher, sie fiilirt auch weiter als 
die Hydrolyse durch Erepsin allein. Man wird diese Fest- 
stellung zu beachten haben, um ein Urteil zu gewinnen itiber 
die Entbehrlichkeit des Trypsins fiir die Aufspaltung der Pro- 


') Siehe dazu O. Kestner, Pfliig. Arch. Bd. 205, 8. 34 (1924). 
>» Diese Zs, Bd. 33, S. 451 (1901); Bd. 51, S. 415 (1906). 


ag 
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teine im tierischen Verdauungstrakt und fir die Vollstandig- 
keit der Resorption ihrer Spaltprodukte im Darm. 


Fiir die Prifung der Spaltbarkeit von ,,Teleopepton® durch 
Erepsin ist nicht das Enzym aus Pankreas- oder Darmsaft 
angewandt worden; die Menge des ereptischen Enzyms in den 
Verdauungssekreten ist verhailtnismiBig zu geringfiigig und es 
ist nicht bestiandig genug, um beispielsweise durch fraktionierte 
Adsorption mit Tonerde, wie fiir die Ausziige aus Pankreas 
oder Darmschleimhaut beschrieben'), das Erepsin in trypsin- 
freier Form und in ausreichender Ausbeute zu gewinnen, wenn- 
gleich das Adsorptionsverhalten von Trypsin und Erepsin im 
Driisenauszug und im Sekret iibereinstimmt. Wir haben daher 
zur Bereitung trypsinfreien Erepsins fiir die Versuche der Tab. 6 
das Verfahren von EK. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner?) 
aus Darmschleimhaut befolgt. 


Vergleich von Pankreas- und Darmerepsin. Der 
Befund von KE. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner ), der 
an Organausziigen erhoben war, wonach nimlich ,,das Verhiltnis 
der Reaktionsgeschwindigkeiten, mit denen die Hydrolyse der 
einzelnen Peptide“ durch Pankreas- und durch Darmerepsin 
»verlauft, konstant“ gefunden wird, ist mit den Enzymen aus 
den natiirlichen Sekreten nachgepriift worden. Er hat sich 
bestitigt, auch fiir die Reihenfolge der Spaltbarkeit der an- 
gewandten Peptide. Diese Feststellung entspricht der An- 
schauung, daB die beiden Enzyme als identisch zu betrachten 
sind. Wir veranschaulichen unsre Versuche, die die verglei- 
chende Hydrolyse dreier einfacher Dipeptide durch jeweils die 
nimliche Menge Pankreas-, bzw. Darmsaft betreffen, in der 
nachstehenden T'abelle 7. 


') E. Waldsechmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286 und zwar S. 303 (1925); E. Waldschmidt-Leitz, A. Schiffner 
und W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 156, 8.68 und zwar 5S. 82 (1926) 
(Pankreas; KE. Waldschmidt-Leitz und A. Schiffner, Diese Zs. 
Bd. 151, S$. 31 und zwar S. 51 (1925/26) (Darm). 

2) Diese Zs. Bd. 151, S 31 und zwar §. 51 (1925/26). 


8) A. a. O. und zwar 8. 53 (1925/26). 


j 
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Tabelle 7. 


Peptidhydrolyse durch Erepsin aus Pankreas- und Darmsaft. 


(1,0 cem Pankreassaft, gallenfrei, durch Eingabe von 0,1-n. HCl 
gewonnen, bzw. 2,0 cem Darmsekret aus Vellaschlinge, auf Injektion 
von 1°/,ig. NaHCO, (0,9°/, NaCl enth.) gewonnen; 0,001 Mol Peptid, 
in 2,00 cem n. Ammoniak-Ammonchloridpuffer (1:2) gelést; Volumen 
des Bestimmungsansatzes 10,0 cem; py = 7,8; 30°). 





Glyeyl-glycin | 240 0,47 0,00017 300 | 0,29 0,000086} 2,0 


Darmerepsin Pankreaserepsin 








Peptid Dauer | Acid.-Zuw.. k; Dauer | Acid.-Zuw. | ky ley the 


in | in cem |(monom.)j in | in eem | (monom.) 
| 
M in. |0,2-n. KOH ber. Min. |0,2-n KOH| ber. 


| 














Alanyl-glycin | 120 0,74 0,00058 | 180 | 0,67 —0,00085 | 1,7 
Leucyl-glycin | 120 0,44 0,00033 | 180 | 0,32 |0,00016 | 2,0 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 








Uber die enzymatische Spaltbarkeit der Protamine. 


(Dritte Mitteilung tiber enzymatische Proteolyse,) 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Theodor Kollmann. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Mirz 1927.) 


Die Anwendung einheitlicher Enzyme zum fraktionierten 
Abbau von Proteinen, die wir zuerst am Beispiel des Clupeins’) 
beschrieben haben, erdffnet der EiweiBforschung ein weites 
Gebiet. Wenn wir mit dem Versuch, die enzymatische Pro- 
teolyse in bestimmte Teilvorgange zu zerlegen und die Reak- 
tionsprodukte auf den einzelnen Zwischenstufen des Abbaus 
zu beschreiben, am Beispiel der Protamine beginnen, so ist 
fiir diese Wahl die einfache Zusammensetzung dieser Kérper 
ausschlaggebend, die eindeutigere Erkenntnisse iiber die Be- 
ziehungen zwischen chemischer Struktur und enzymatischer 
Spaltbarkeit erwarten laBt als bei den komplizierter gebauten 
genuinen Proteinen. Die enzymatische Analyse der einzelnen 
KiweiBkorper und der Vergleich der enzymatischen Spaltbarkeit 
von Proteinen der nimlichen K6érperklasse scheint uns fiir ihre 
Charakterisierung und fiir ihre Einteilung unentbehrlich; sie 
bietet ein wichtiges und noch zu wenig beachtetes Hilfsmittel 
zur Kennzeichnung von KiweiBstoffen, die man bisher zumeist 
nach ihrem Vorkommen oder nach ihrem Léslichkeitsverhalten 
unterschieden hat. Nicht allein die Angreifbarkeit, auch der 
Grad der Zerlegbarkeit eines Proteins durch ein bestimmtes 
Knzym wird Hinweise ergeben auf seine Beziehungen zu 





1) 1. Mitteilung dieser Reihe, Diese Zs. Bd. 156, 8. 68 (1926). 
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anderen Proteinen, beispielsweise der namlichen Koérperklasse, 
und auf besondere strukturelle Kinfliisse, sei es der Molekular- 
gréBe, sel es einer bestimmten Gruppierung seiner Bausteine. 

So ist die enzymatische Spaltbarkeit der Prota- 
mine, unter denen wir vier Vertreter, das Clupein des 
Herings, das Salmin des Rheinlachses, das Scombrin der 
Makrele und das Sturin aus der Stérmilch, untersucht haben, 
keine einheitliche. Viele der Beobachtungen der ilteren 
Literatur) tiber die enzymatische Spaltbarkeit von Protaminen 
waren nicht mit definiertem und einheitlichem Enzymmaterial 
ausgefiihrt, auch hat man Erfahrungen, die an einem einzelnen 
Protamin gewonnen waren, zu Unrecht verallgemeinert; es 
fehlt an sicheren und vergleichbaren Angaben iiber die An- 
greifbarkeit der verschiedenen Protamine. Hs hat sich, wie 
Tab. 1 veranschaulicht, ergeben, daB die vier untersuchten 
Protamine in ihrem Verhalten gegeniiber ‘T'rypsin—Kinase, 
Erepsin, Papain oder Papain—Blausiure qualitativ iiberein- 
stimmen, da8 dagegen in der Spaltbarkeit durch das nicht- 
aktivierte Trypsin bemerkenswerte Unterschiede zwischen den 
einzelnen Kérpern bestehen. Es entspricht den am Clupein 
gewonnenen Erfahrungen, daB auch die anderen Protamine, 


Tabelle 1. 
Enzymatische Spaltbarkeit yon Protaminen. 
(Angaben bedeuten: + = positive, ++ = verstiirkte, — = keine nach- 
weisbare Hydrolyse). 














Enzym 
Priparat alicia as - 
Trypsin | Erepsin | Papain | Papain-HCN 
Clupeinsulfat + ee 
Salminsulfat + ee - wml 
Scombrinsulfat 4- + + —- ons ‘ 
Sturinsulfat — + _— — 4 








) Vgl. A. Kossel u. A. Mathews, Diese Zs. Bd. 25, 8S. 190 
(1898); O. Cohnheim, Diese Zs. Bd. 35, S. 184 (1902); A. Kossel u. 
H. D. Dakin, Diese Zs. Bd 41, S. 321 (1904); M. Takemura, Diese Zs. 
Bd. 63, 8. 201 (1909); F. Rogozinski, Diese Zs. Bd. 79, S. 398 (1912). 
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Salmin, Scombrin und Sturin, durch Darmerepsin gar nicht, 
durch Trypsin—Kinase dagegen leicht und weitgehend hydroly- 
siert werden und daB es zu ihrer Spaltung durch das pflanz- 
liche Enzym Papain der Mitwirkung seines spezifischen Akti- 
vators Cyanwasserstoff bedarf. Aber es ist zu beachten, dab 
im Gegensatz zu den anderen gepriften Protaminen das Sturin 
durch kinasefreies Trypsin nicht angegriffen wird. 

Die Unterschiede in der enzymatischen Spaltbarkeit der 
einzelnen Protamine, fiir die Hydrolyse durch Trypsin quali- 
tativer Art, werden zahlreicher, wenn man die quantitative 
Leistungsfihigkeit der einzelnen Enzyme vergleicht. Aus 
unseren Beobachtungen, die wir zum Teil gemeinsam mit den 
Herren Fr. Ziegler und J. Kahn gewonnen haben und die 
wie fiir das Clupein?) auch bei den iibrigen Protaminen fiir | 
die einzelnen Stufen des enzymatischen Abbaus einfache, 
canzzahlige Verhiltnisse, z. B. der gebildeten Carboxyle er- 
geben, fiihren wir hier nur eine kleinere Auswahl an, die die 
enzymatischen Leistungen von Trypsin, Trypsin-Kinase und 
Papain—Blausiiure bei ihrer Einwirkung auf die Protamine 


selbst vergleicht.?) 
Tabelle 2. 
Protaminhydrolyse durch Trypsin, Trypsin—Kinase und Papain-Blausiure 
und enzymatische Leistung. 
(Angaben bedeuten Aciditiitszuwachs in cem 0,2 n-Lauge fiir die Spal- 
tung von 0,142 g wasser- und aschefreie Protaminbase, also beziiglich 
ihres Stickstoffgehaltes etwa iquivalenter Mengen; Hydrolyse vor- 
genommen bis zur Konstanz der Werte.) 

















Enzym 
Protamin ‘ | 'Trypsin-| Papain- 
Typsin Kinase | Blausiure 
Clupein. . . . 0,90 3,10 0,94 
Salmin. . .. 1,00 3,18 0,88 
Seombrin . . . 0,60 2,96 0,78 
Sturin . ... 0,02 | 3,95 oo 





") Vgl. die erste Mitteilung, Diese Zs. Bd. 156, 8.68, und zwar 
S. 72 (1926). 
2) Uber die fraktionierte Hydrolyse des Salmins und Scombrins 
werden wir in spiteren Mitteilungen ausfiihrlicher berichten. 
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Die Analyse der Tabelle ergibt, daB die beiden Prota- 
mine Clupein und Salmin, die sich auch in ihrer Zusammen- 
setzung sehr nahe stehen'), nach dem Grade ihrer Zerlegbar- 
keit durch die drei gepriiften Proteasen kaum zu _ unter- 
scheiden sind; aber sie sind deutlich unterschieden von den 
beiden anderen Protaminen, Scombrin einerseits und Sturin 
andererseits, im Ausmafe ihrer Spaltbarkeit beispielsweise 
durch Trypsin, das nichtaktivierte Knzym: der Anteil der 
durch Trypsin freigelegten Carboxyle, der fiir Clupein 3/, der 
gesamten enzymatisch freilegbaren Gruppen betrigt, beliuft 
sich fiir Scombrin auf 1/,”) der Gesamthydrolyse, wihrend das 
Stérprotamin gar nicht angegriffen wird. Dem entspricht, dai 
die Leistung des aktivierten Trypsins, die in den iibrigen Bei- 
spielen von hnlichem Ausmafe ist, gegeniiber Sturin ver- 
hiltnismiBig viel gréBer gefunden wird. 

Man sucht nach Zusammenhingen zwischen der verschie- 
denen enzymatischen Zerlegbarkeit der untersuchten Protamine 
und ihrer strukturellen Eigenart, etwa einer verschiedenen 
MolekulargréBe oder der Beteiligung bestimmter Bausteine. 
Aus Untersuchungen iiber die Spezifitat pflanzlicher Proteasen, 
liber die W. Grassmann®) aus dem Miinchner Laboratorium 
demniichst berichten wird, geht hervor, daB die spezifische 
Reichweite der Wirkung von pflanzlichem Trypsin und Erepsin 
in gewissen einfachen Fallen lediglich durch die Linge der 
zugrundeliegenden Peptidkette, durch die Anzahi der Amino- 
siiurereste, bestimmt wird. Wenn die Struktur der Protamine, 
wie es scheint, eine polypeptidartige ist, so kinnte man danach 
die Unterschiede ihrer Zerlegbarkeit, z. B. durch Trypsin, im 
Sinne einer verschiedenen MolekulargréBe deuten. Dieser Vor- 
stellung, wonach in den einzelnen Protaminen Peptide mit 
verschiedener Gliederzahl vorliigen, steht die Auffassung noch 
gleichwertig gegeniiber, daf nicht nur die Anzahl, sondern 
auch die Natur der an den Peptidbindungen beteiligten Bau- 
steine fiir die Spezifitit der einzelnen Proteasen bestimmend 





———ae 


*) Vgl. A. Kossel u. H. D. Dakin, Diese Zs. Bd. 41, S. 407 (1904). 
*) Nach noch unverdffentlichten Versuchen mit Fr. Ziegler. 
%) Diese Zs., im Druck. 
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ist. Die Erfahrungen bei der enzymatischen Fraktionierung 
des Clupeins haben uns zu der Annahme gefiihrt, daB ,,fiir 
die spezifische Angreifbarkeit der einzelnen chemischen Bin. 
dung im Molekiil durch eine der Proteasen... die Natur oder 
die Anzahl der benachbarten Aminosiiure- oder Peptidkomplexe 
ausschlaggebend zu sein scheint*.}) 

Kin spezifischer EinfluB bestimmter Bausteine auf die 
enzymatische Spaltbarkeit von Polypeptiden ist noch nicht be- 
kannt; aber man hat mit seiner Méglichkeit zu rechnen. 
Vergleicht man in diesem Sinne die Zerlegbarkeit der unter- 
suchten Protamine beispielsweise durch Trypsin mit der 
relativen Beteiligung ihrer einzelnen Bausteine zufolge den 
Untersuchungen von A. Kossel?), so besticht die Feststellung, 
daB die tryptische Leistung in den untersuchten Fallen dem 
Prolingehalte der Protamine zu entsprechen scheint; die relative 
Beteiligung des Prolins am Aufbau des Protamins ist nimlich 
fiir Scombrin nur ?/,mal so groB als fiir Salmin oder Clupein, — ; 
entsprechend seiner Hydrolysierbarkeit durch Trypsin, und im 
Sturin, das von Trypsin nicht angegriffen wird, fehlt diese 
Aminosiiure ganz. 


Tabelle 3. 
Verhiltnis der Aminosiurebausteine in Protaminen nach Kossel. 
(Angaben bedeuten: + = nachgewiesen, aber nicht dem Verhiltnis nach 
mit Sicherheit bestimmt, — = nicht nachweisbar.) 





Mol. Aminosiiure 
Protamin }-- ee we eo eancateaenies =n 
Arginin | Lysin | Histidin | Prolin§ Valin | Alanin  Serin 





Clupein 16 -- — | @& | ¥ ) ee - Pa 
Salmin 12 — —~ s | I io | 2 
Scombrin i226; — -- 2 — | 4 | = 
Sturin + + + _ ae , = 





‘) Erste Mitteilung, Diese Zs, Bd. 156, S. 68, und zwar S. 75 (1926). 

*) Vgl. A. Kossel u. H. D. Dakin, Diese. Zs. Bd. 41, S. 407 
(1904) (Clupein und Salmin); A. Kossel u. H. Pringle, ebenda Bd. 49, 
S. 301 (1905) (Scombrin); A. Kossel u. F. Kutscher, ebenda Bd. 31. 
S. 165 (1900); A. Kossel u. H. D. Dakin, ebenda Bd. 44, S. 342 (1905); 
A. Kossel u. F. Weiss, ebenda Bd. 78, S. 402 (1912); A. Kossel u. 
W. Staudt, ebenda Bd. 156, S. 270 (1926) (Sturin). 
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Es ware danach naheliegend, die Angriffsstellen des 
Trypsins im Molekiil an Siureamidbindungen zu suchen, an 
denen die Carboxylgruppe des Prolins beteiligt ist; aber fiir 
diese Méglichkeit, die wir nur andeuten und die héchstens den 
Wert einer Arbeitshypothese beanspruchen kann, ergibt sich 
noch keine weitere experimentelle Stiitze. Die vergleichende 
enzymatische Fraktionierung der einzelnen Protamine und die 
Unterscheidung') und Beschreibung der jeweiligen Reaktions- 
produkte, die wir in Angriff genommen haben, wird zur Ent- 
scheidung der Frage beitragen, ob man die Spezifitit einzelner 
Proteasen auch zu bestimmten EKiweiSbausteinen in Beziehung 
zu setzen hat. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


—-— 


) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, Adsorptions- 
analyse der Proteine und ihrer Abbauprodukte, Chem. Ber., im Druck. 








Uber die Cerebroside des Gehirns. 
Von 
E. Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tihbingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Miirz 1927.) 


Die Untersuchung von Cerebrosidfraktionen, welche aus 
dem vor allem die ungesittigten Phosphatide enthaltenden 
Petrolitherauszug von Gehirn gewonnen waren, fihrte vor 
einiger Zeit zur Auffindung von Cerebrosiden mit ungesittigten 
Fettsiiuren. Eines davon — das Nervon!) — ist bereits iso- 
liert und das Vorhandensein eines zweiten?), dessen Fettsiiure 
eine offenbar der Cerebronsiure C,,H.,O, sehr nahestehende 
ungesiittigte Oxysaiure ist, konnte sehr wahrscheinlich gemacht 
werden. Nun enthalt der Petrolitherauszug nur den kleineren 
Teil der Cerebroside des Gehirns, die Hauptmenge bleibt in 
dem mit Petrolither erschépfend extrahierten Gehirnpulver 
zuriick. Ks schien mir der Miihe wert festzustellen, ob auch 
darin nicht ebenfalls noch die neuen K6rper sich vorfinden. 
Wie die Untersuchung zeigte, sind sie in recht betrichtlichen 
Mengen vorhanden. 

Die Cerebroside wurden dem Gehirnpulver mit heiBem 
Aceton entzogen. Diese Art der Extraktion erwies sich fiir 
den vorliegenden Zweck als besonders geeignet, denn es libt 
sich damit ein stufenweises Extrahieren erzielen, so daB die 
leichter léslichen Cerebroside mit ungesittigten Fettsiuren in 
den Abscheidungen der ersten Ausziige, welche sehr zucker- 
reich sind und bei welchen die Entfernung der Phosphatide 


1) Diese Zs. Bd. 145, S. 244 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 157, S. 291 (1926). 
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ohne wesentlichen Verlust von zuckerhaltiger Substanz miglich 
ist, sich anhauften. In den Abscheidungen der folgenden Aus- 
ziige befinden sich neben den Phosphatiden noch vorwiegend 
Cerebroside mit gesattigten Fettsiiuren. Diese Abscheidungen 
sind zuckerarmer und die Abtrennung der Cerebroside wird 
schwieriger und unvollkommener. Werden nun die Abschei- 
dungen nicht vereinigt, sondern fir sich getrennt aufgearbeitet, 
so vermeidet man, daB die leichter lislichen Cerebroside bei 
den Bedingungen, die andernfalls zur Reinigung gewahlt werden 
miiBten, in den Mutterlaugen zusammen mit den Phosphatiden 
verbleiben und auf diese Weise der Untersuchung entgehen, 
wie das auch bei den meisten bis jetzt angewendeten Dar- 
stellungsmethoden der Fall zu sein scheint. 

Da erfahrungsgemaB die Trennung von Cerebrosidgemengen 
nur aiuBerst schwierig durchfiihrbar ist, so habe ich zuniichst 
noch auf jede Versuche verzichtet aus den erhaltenen Cere- 
brosidfraktionen, welche z. T. eine wesentlich héhere Jodzahl 
wie Cerebron und Kerasin hatten, die Cerebroside mit un- 
gesittigten Fettsiuren herauszufraktionieren, sondern ich habe 
ihr Vorhandensein durch die Isolierung ihrer Fettsiuren aus 
dem nach der Spaltung entstehenden Fettsiiuregemisch be- 
wiesen. Dabei hat sich ergeben, da das Gemisch sich ver- 
hiltnismiBig gut in die einzelnen Bestandteile zerlegen 1iBt, 
so daB sich auch die Mengenverhiltnisse wie die verschiedenen 
Sduren — und zwar gesittigte wie ungesiittigte — vorliegen, 
bestimmen lassen. 

Diese Bestimmung wurde bei allen Cerebrosidfraktionen 
durchgefiihrt. Die Umrechnung auf die Gesamtmenge der 
isolierten Cerebroside ergibt folgende Werte (s. Tabelle S. 270). 

Da der Fettsiuregehalt von Cerebron, Kerasin, Nervon 
und wohl auch der des vierten bis jetzt noch nicht isolierten 
Cerebrosids, an dessen Existenz aber trotzdem nicht mehr zu 
zweifeln sein diirfte, in engen Grenzen tibereinstimmt, so geben 
die Zahlen der Spalte 2 gleichzeitig auch Auskunft iiber die 
Mengen der im Gemisch vorliegenden Cerebroside. In etwa 
demselben Verhiiltnis werden sie in der urspriinglichen Gehirn- 
substanz vorkommen. In diesem Sinne aufgefaBt haben die 
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4+ © < Fettsiuregehalt in °/, ber. fiir 
oe Ey - “ | 0 | “3 
OoVO] og | Oa 4 
SOE/SOS! 82 | 25 | BZ 
a aS ‘m 2 2 3 Eas] > oO 
Sona | S35 Aenl cen hell 
a S| so EO » Sab od 
° 25 Se '@) $ he ~~ Zi = 
~~ ae — 2 = 
Gesamtfettsiiuren | 

(Siiure + Methylester) | 47,4 | — | 48,1 (49,8)*)| 45,2 (46,9) | 46,0 (47.8) 

Cerebronsiiure . . . 22 46 

Lignocerinsiiure. . . 4,6 10 

Ungesittigte Oxysiiure 6,6 14 

Nervonsiiure . . . . 8,3 18 











Zahlen allerdings nur den Wert einer ersten Orientierung, denn 
nach der hier angewendeten Darstellungsmethode konnten die 
Gesamtcerebroside ebensowenig wie nach jedem anderen bis 
jetzt bekannten Verfahren, ohne erhebliche Verluste zu erleiden, 
gewonnen werden; immerhin diirfte — soweit eine Schitzuug még- 
lich ist — die Hauptmenge zur Untersuchung gekommen sein. 

Bei dieser Gelegenheit wurde auch der noch ausstehende 
Vergleich der in den Cerebrosiden vorhandenen Lignocerin- 
siiure mit der hydrierten Nervonsiure durchgefiihrt. Beide Siuren 
haben die Zusammensetzung C,,H,,0O,. Doch schmilzt die 
hydrierte Nervonsiure bei 85°?), wihrend die Siure des Kerasins, 
die zuerst Thierfelder?) niher beschrieben hat und dann spiater 
von Levene’) und Rosenheim’) mit der Lignocerinsiure identi- 
fiziert wurde, nach diesen Forschern hei 81° schmilzt. Da nach 
Levene, Taylor und Haller’) der Schmelzpunkt der letzteren 
durch wiederholtes Umkrystallisieren der Siure aus einer Reihe 
von Lisungsmitteln und durch fraktionierte Vakuumdestillation 
des Esters nicht mehr zu erhdhen ist, so versuchte ich, ob 
man dies nicht durch die iibliche Methode der fraktionierten 


*) Die eingeklammerten Zahlen geben die auf die Methylester um- 
gerechneten Werte an. 

1) Diese Zs. Bd. 157, S. 289 (1926). 

*) Diese Zs. Bd. 85, S. 56 (19138). 

3) Jl. of Biol. Chem. Bd. 15, 8S. 364 (1918). 

4) Biochemical Jl. Bd. 10, 8. 155 (1916). 

5) Jl. of Biol. Chem. Bd. 61, 8. 160 (1924). 
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Fallung mit Lithiumacetat erreichen kann. Dabei gelang es, 
Siurefraktionen zu erhalten, die beim unmittelbaren Vergleich 
pur noch um 1—1,5° niedriger schmolzen wie die hydrierte 
Nervonsiiure. Wenn so auch der hohe Schmelzpunkt der letz- 
teren nicht véllig erreicht wurde, so lassen doch die iiberein- 
stimmenden Schmelzpunkte der Methylester, das Fehlen einer 
Schmelzpunktsdepression von Mischproben der freien Stiuren 
wie auch der Ester und vor allem die iibereinstimmenden 
Krystallformen keinen Zweifel an der Identitiit der beiden 
iuren ZU. 

Die vorliegende Untersuchung gibt auch Anla8 die Frage 
nach der Existenz der niedrigschmelzenden, sog. inaktiven 
Cerebronsiure, die Levene und Mitarbeiter!) sehr hiutig 
als Spaltprodukt von Cerebrosiden angetrofien haben, wieder 
aufzuwerfen. Bei keinen von den untersuchten Fallen bin ich 
dieser Saure begegnet. Meine simtlichen Cerebronsiurepriipa- 
rate besitzen denselben Schmelzpunkt wie er von Thier- 
felder*) fir die rechtsdrehende Cerebronsiure angegeben wird, 
und niedriger schmelzende Anteile lassen sich durch fraktio- 
niertes Fallen mit Lithiumacetat nicht daraus abtrennen. Da 
die ungesittigte Oxysiure bei der Analyse ebenfalls fiir Cerebron- 
siiure stimmende Werte gibt und da diese Siure in keiner der von 
mir untersuchten Cerebrosidfraktionen fehlte, auch nicht in einem 
Produkt das ganz ihnliche Kigenschaften wie Cerebron bzw. 
Phrenosin hatte, in welchem die niedrigschmelzende Cerebron- 
siure vorkommen soll, so darf bei dem Fehlen jeder Angabe 
dariiber, daB auf Abwesenheit von ungesittigter Substanz gepriift 
wurde, wohl die Vermutung ausgesprochen werden, daB Levenes 
niedrigschmelzende Siurefraktionen Gemische von aktiver 
Cerebronsiure und der neuen ungesittigten Oxysiiure waren. 
Durch diese Annahme findet allerdings die etwas niedrigere 
spezifische Drehung bzw. die Inaktivitiit jener Produkte keine 
Krklirung, denn die neue Saiure dreht in dem Lésungsmittel, 
das Levene angewendet hat, etwa ebenso stark rechts wie die 

1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 12, 8, 382 (1912); desgl. Bd. 26, S. 119 
1916), 

*) Diese Zs. Bd. 44, S. 8368 (1905). 
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Cerebronsiiure. Da aber die GréBe der Drehung doch duBerst 
gering ist, so diirfte dieser Beobachtung wohl keine ausschlag. — 
gebende Bedeutung zukommen. 

Die friiheren Analysen der ungesittigten Oxysiure 
sprachen fiir die Formel C,,H,,O,. Nach den neu durch- 
gefithrten Aquivalentgewichtsbestimmungen kénnte auch noch 
C,,H,,0, in Betracht gezogen werden. Wenn auch mit der 
Moglichkeit gerechnet werden muB, daB es sich um ein De. 
hydrierungsprodukt der Cerebronsiiure handelt, welche die Forme! | 
C,,H,,0, hat, an deren Richtigkeit wohl kaum zu zweifeln isi, 
so méchte ich mich doch noch nicht fiir eine der beiden zu 


Diskussion stehenden Formeln entscheiden. 


A. Darstellung der Cerebrosidfraktionen. 


Das frische Gehirn wurde im wesentlichen nach der in 
Hoppe-Seyler-Thierfelderschen Handbuch!) beschriebenen 
Methode aufgearbeitet, wobei man jedoch die zur Entfernung / 
des Cholesterins dienende Acetonextraktion nicht bei 35° 
sondern bei gewohnlicher Temperatur vornahm, 

Simtliche Extraktionen erfolgten in einem groBen etwa 7 Lite: 
fassenden Soxhletapparat, der so konstruiert war, daf das Extrahieren | 
nicht nur bei héheren Temperaturen, die in der Niihe des Siedepunkt: 
des Liésungsmittels lagen, sondern auch bei gewohnlicher Temperatu 
durchgefiihrt werden konnte. Letzteres erreichte man dadureh, da! die 
heiBen Diimpfe nicht wie iiblich unter RiickfluB kondensiert, sondern 
mittelst eines Verlingerungsstiicks von oben in den Kiihler des Apparats 
eingeleitet wurden, so dab das Lésungsmittel erst nachdem es villig 
abgekiihlt war mit dem zu extrahierenden Material in Berithrung kam. 

1400 g des mit Petrolither erschépften Pulvers wurden 
so lange unter Benutzung des erwihnten Apparats mit heiBem 
Aceton extrahiert bis praktisch nichts mehr aufgenomme 
wurde, was ein etwa 9—10 tiigiges ununterbrochenes Extrahieres 
erforderte. Das Aceton habe ich zunichst nach mehrstiindigem, 
spiiter erst nach etwa 1 tigiger Extraktionsdauer gewechselt. 
Aus den ersten Ausziigen fiel beim Abkiihlen das Protagou 


erro e -  - - 


!) Handb. der physiologisch- und pathologisch-chemischen Analyse. 
9, Aufl, Springer, 1924, S. 890. 
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als fast weiBes Produkt in reichen Mengen aus, bei den spi- 
teren Ausziigen wurden die Abscheidungen geringer, z. T. hatte 
sich die Substanz noch wihrend der Extraktion aus der 
siedenden Lésung abgeschieden. Die einzelnen Protagon- 
abscheidungen wurden der Reihenfolge nach, wie sie gewonnen 
waren, zu vier etwa gleich groBen Fraktionen PI—PIV ver- 
einigt, so daB PI das zuerst, PIV das zuletzt herausgeléste 
Material enthielt. Uber die Mengen und den Zuckergehalt gibt 
folgende Zusammenstellung AufschluB. 

Die Zuckerbestimmungen sind unter Benutzung der Methode von 


Bertrand nach den Angaben von Hermann Loening u. H. Thier- 
felder') ausgefiihrt worden. 











Extraktions:- Gehirn- | Protagon- —— : 
dauer pulver aie ot o Gehalt| Gesamt- 
g g ° "| menge (g) 
amen NA _aomneas —se ao = = - =e ome y —— aan 
PI 7 Stdn. 7 14,0 | 10,78 
PII 20, 71 12,4 | = 8,80 
Pi 30 : 60 8,8 | 5,28 
? ? j 
PIV etwa 7 Tage 76 8.4 | 6,38 
§ ’ 
PI—PIV | 9—10Tage | 1400 284 31,24 
100 2.23 














0,1641 g Substanz von PI verbrauchten 4,35 eem Kaliumperman- 
ganatlosung. 

0,1588 g Substanz von PII verbrauchten 3,75 eem Kaliumperman- 
ganatlésung. 

0,1788 g Substanz von PIII verbrauchten 3,00 ecm Kaliumperman- 
ganatlésung. 

0,2283 g Substanz von PIV verbrauchten 3,65 ecm Kaliumperman- 
ganatlisung. 

22,42 ccm der Permanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 

Die Gesamtmenge der in den 4 Fraktionen vorhandenen 
Galaktose ist nur wenig geringer, wie die Menge der Galaktose, 
die in den durch Alkohol gewonnenen Protagonfraktionen ent- 
halten ist. Hermann Loening und H.Thierfelder?) haben 
fiir 100 g Gehirnpulver 2,42 bzw. 2,55 g Galaktose gefunden. 


') Diese Zs. Bd. 77, S. 216 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXV1. 18 
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Die Abtrennung der phosphorhaltigen Substanz geschah 
bei PI und PII durch 2 maliges Umkrystallisieren aus einem 
Gemisch von 1 V.-T. Chloroform und 3 V.-T. Methylalkohol 
(400 ccm) durch anschlieBende Fallung mit Cadmiumacetat aus 
methylalkoholischer Lésung (700 ccm) nach EK. Klenk?) und 
1 —2maliges Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol 
(1:3). PIIL und PIV wurden ganz entsprechend behandelt 
mit dem Unterschied, daB bei PIII ein Gemisch von 1 V.-T. 
Chloroform und 2 V.-T. Methylalkohol (400 ccm), bei PIV ein 
solches von 3 V.-T. Chloroform und 1 V.-T. Methylalkohol 
(200 ccm) zur Anwendung kam. PIV war in Methylalkohol 
so schwer léslich, daB die Fallung mit Cadmiumacetat eben- 
falls aus einer Loésung in Chloroform—Methylalkohol (1:3) 
(750 ccm) erfolgen mute. So wurden dann aus PI, PII und 
PIII die Cerebrosidfraktionen CI, CII und CIII erhalten. 
Das entsprechende Produkt von PIV muBte noch weiter ge- 
reinigt werden, denn die Zuckerbestimmung ergab nur 18,3°/, 
Galaktose, wihrend man fiir reine Cerebroside nach dem be- 
nutzten Verfahren gewoéhnlich Werte, die zwischen 19 und 
20°/, liegen, findet. So wurde es noch einmal aus Kssigester 
(1200 ccm) und dann wieder aus dem Gemisch von 38 V.-T. 
Chloroform und 1 V.-T. Methylalkohol (120 cem) umkrystal- 
lisiert (CIV). 

Das Verhalten von C1 entspricht dem von Kerasin oder 
Nervon. Es lést sich in heiBem Methylalkohol leicht auf. Die 
Menge der Substanz, die sich aus der heiBen 10°/,igen Lésung 
oberhalb 40° abscheidet, ist recht gering. Die Hauptabschei- 
dung beginnt erst unterhalb 40° Die sich abscheidende Masse 
ist so voluminés, dab sie die ganze Fliissigkeit ausfiillt. Dem- 
gegeniiber besitzt CIV die Kigenschaften von Cerebron. Ks 
lést sich in Methylalkohol nur schwierig auf, und geht bei der 
Krystillisationsprobe nach Thierfelder?) teilweise in den 
krystallinen Zustand iiber, doch beobachtet man daneben auch 
noch amorphe Formen. 

Samtliche 4 Cerebrosidfraktionen enthielten nur noch Spuren 





1) Diese Zs. Bd. 145, S. 247 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 68, S. 464 (1910). 





Uber die Cerebroside des Gehirns. 275 


yon Phosphor. 0,03 g Substanz gaben nach Veraschen mit Soda 
und Salpeter bei der Priifung auf Phosphorsiure mit Ammon- 
molybdat bei CI keine, bei CII und CIV eine sehr schwache 
Gelbfarbung, nur bei CILIl trat ein geringer gelber Nieder- 
schlag auf. 


Zur Analyse wurden die Substanzen iiber Phosphorpeutoxyd im 
Vakuum bei 57° getrocknet. 

Die Jodzahlen wurden nach Rosenmund und Kubnhenn!) in der 
von E. Klenk?) angegebenen Mikroausfiihrung bestimmt. 


CI 0,1071 g Substanz verbrauchten 4,0 cem Kaliumpermanganat- 
losung. 
0,0481 (0,0511) g Substanz verbrauchten 1,74 (1,84) cem n/10- 
Bromlésung. 
0,5036 g Substanz in Pyridin zu 5 ccm gelést. Drehung bei 
Natriumlicht im 2 dm-Rohr —0,12°. 
CIl 0,1095 g Substanz verbrauchten 4,0 cem Kaliumpermanganat- 
lésung. 
0,0529 g Substanz verbrauchten 1,72 ccm n/10-Bromlésung. 
0,5352 g Substanz in Pyridin zu 5 cem gelést. Drehung bei 
Natriumlicht im 2 dm-Rohr +0,24°. 
Cill 0,1008 g Substanz verbrauchten 3,65 cem Kaliumpermanganat- 
lésung. 
0,0492 (0,585) g Substanz verbrauchten 1,33 (1,65) cem n/10- 
Bromlésunge. 
0,5197 g Substanz in Pyridin zu 5cem gelést. Drehung bei 
Natriumlicht im 0,5 dm-Rohr +0,18°. 
CIV 0,1114 g Substanz verbrauchten 4,0 com Kaliumpermanganat- 
losung. 
0,0538 g Substanz verbrauchten 1,27 ecm n/10-Bromlésung. 
0,5137 g i in Pyridin zu 5 ecm gelést. Drehung bei 
Natriumlicht im 0,5 dm-Rohr +0,25°. 
Titer der Kaliumpermanganatlésung wie oben. 

















Menge —— oe Spez. Drehung 
ry /o [lp 
CI 47 19,7 45,9 (45,7) — 0,60? 
Cil 33 19,3 41,3 +1,12° 
Cl 27 19,1 34,3 (35,8) +3,46° 
CIV 18 19,0 30,0 +4,87° 


') Zs. f. Unters. der Nahrungs- u. GenuBmittel Bd. 46, S.154 (1923). 
*) Diese Zs. Bd. 145, S. 248 (1925). 
18” 
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Zum Vergleich seien noch die Jodzahlen und die spezi- 
fische Drehung der drei bis jetzt isolierten Cerebroside an- 
gegeben. Die Jodzahl des vierten Cerebrosids diirfte wohl 
von derselben GréBenordnung wie die von Nervon sein, iiber 
seine optische Aktivitit lassen sich noch keine Angaben machen. 


Spez. Drehung 
Jodzahl _in 10°/,iger 


Pyridinlésg. 
Cerebron (C,4,H,,;NO,) 30.6 [aj2° +3,74° 
. (Rosenheim) 
Kerasin (C,,H,,NO,+H,O) 31,1 [a[1§ —2,50° , 
Nervon (C,,H,,N0,) 63,8 [a]?° —4,33° (Klenk 2)) 


Die Cerebrosidfraktionen CI und CII wurden auf ganz 
entsprechende Weise noch in gréSerer Menge dargestellt. 


B. Die Fettsauren der Cerebrosidfraktionen. 


Die Spaltung der Cerebrosidgemenge und die Gewinnung 
der Fettsiuren erfolgte nach dem zur Darstellung der Nervon- 
siiure aus der Nervonfraktion angegebenen Verfahren.*) Dabei 
erhilt man die Fettsiiuren zuniichst in 2 Fraktionen: 

a) Die Fraktion der gesittigten Fettsaiuren, die nach 
der Spaltung mit 10°/, Schwefelsiiure enthaltendem Methylalkohol 
aus der Lésung beim Abkiihlen auf 0° ausfallt. Der abgesaugte 
und gut mit eiskaltem Methylalkohol gewaschene Niederschlag 
wurde jeweils iiber Schwefelsiure getrocknet und dann ge- 
wogen. Sie war in allen Fallen frei von ungesittigten Saiuren. 

b) Die Fraktion der ungesiattigten Siuren, die aus 
der Hydrolysenfliissigkeit nach Abfiltrieren des Niederschlags 
durch Ausschiitteln mit Petrolither herausgeholt wird. Zur 
Wigung kam der Petrolitherriickstand nach vélligem Ver- 
dunsten des Petrolithers mit Hilfe eines Luftstroms. Sie ent- 
hielt neben den ungesittigten Siuren noch den Rest der in 
Lésung gebliebenen gesiittigten Fettsiiuren. 

In den so zur Wigung gebrachten Fraktionen waren die 
Siiuren teilweise als Methylester vorhanden. 


1) Biochem. Jl. Bd. 10, S. 146 u. 152 (1916). 
*) Diese Zs. Bd 145, 8. 255 (1925). 
3) Diese Zs. Bd. 157, S. 285 (1926). 


™ — 
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a) In den Fraktionen der gesaittigten Fettsiuren 
wurden nur Cerebronsiure und Lignocerinsiure gefunden. Bei 
CI und Cll lieB sich eine recht gute Trennung der beiden 
Sauren nach einem Verfahren erzielen, das bereits Thier- 
felder!) zu ihrer Trennung benutzt hat. Man léste zu diesem 
Zweck die Substanz in Ather auf, fiigte n/2 alkoholische Natron- 
lauge hinzu, filtrierte den entstandenen Niederschlag ab, ver- 
teilte ihn nochmals in Ather, filtrierte wieder, wusch mit Ather 
nach, schiittelte ihn im Scheidetrichter mit Ather und Schwefel- 
siure, trocknete die durch Schiitteln mit Wasser gewaschene 
itherische Lisung mit Natriumsulfat, destillierte den Ather 
ab und wog den Riickstand (Cerebronsiurefraktion von CI 
und CIJ). Die atherische Lésung, welche die mit alkoholischer 
Natronlauge nicht gefaillten Kster der Fettsiiuren enthielt, wurde 
ebenfalls im Scheidetrichter mit Schwefelsiure und anschlieBend 
mit Wasser geschiittelt. Sie hinterlieB nach Abdestillieren 
des Athers in beiden Fallen einen beim Abkiihlen krystallin 
erstarrenden Riickstand, der bei 56—57° schmolz. Dieser 
wurde mit 30 Volumteilen etwa n/2-methylalkoholischer Natron- 
lauge 1 Stunde unter Riickflu’ gekocht, das beim Abkihlen 
auf 0° ausgefallene Natriumsalz abfiltriert, daraus, wie oben, 
die Siure gewonnen und gewogen (Lignocerinsiurefraktion von 
Cl und CIl). 

Bei CII und CIV lieB sich das Gemisch folgendermaBen 
trennen: Die nach der Verseifung mit methylalkoholischer 
Natronlauge erhaltene Siiure wurde in der 70 fachen Menge 
Alkohol gelést, zur siedenden Lisung eine alkoholische Lésung 
von Magnesiumacetat im Uberschu8 hinzugefiigt und der ent- 
stehende Niederschlag, der nur die Cerebronsiure enthilt, heil 
abfiltriert. Dieser wurde in Ather verteilt, im Scheidetrichter 
nach Zugabe einiger Tropfen konzentrierter Salzsiure ge- 
schiittelt, bis vollstindige Lisung eingetreten war. Dann ent- 
fernte man die Salzsiiure durch wiederholtes Ausschiitteln mit 
Wasser, trocknete die atherische Lésung mit Natriumsulfat und 
brachte die nach dem Verdunsten des Athers zuriickgebliebene 


") Diese Zs. Bd. 85, S. 54 (1913). 
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Fettsiure zur Wagung (Cerebronsiurefraktion von C III u.C 1V), 
Aus dem heiBen Filtrat des mit Magnesiumacetat erzeugten 
Niederschlags fiel beim Abkiihlen die Lignocerinsiure als 
Magnesiumsalz aus. Der Niederschlag wurde abfiltriert und 
daraus die freie Sdure wie bei der Cerebronsiure gewonnen 
(Lignocerinsaiurefraktion von CIII und CIV). 

b) Die Fraktionen der ungesattigten Fettsiuren 
konnten genau wie friiher bei der Darstellung der Nervon- 
siure beschrieben, ebenfalls in zwei ihrem Verhalten nach 
durchaus verschiedene Unterfraktionen zerlegt werden. Der 
mit Magnesiumacetat aus der alkoholischen Liésung der Siuren 
erzeugte Niederschlag ergab die Fraktion der ungesittigten 
Oxysiure. 

Der bei der Fiallung in Lésung gebliebene Teil, welcher 
nach dem Ansiuern durch Ausschiitteln mit Petrolither ge- 
wonnen und nach Verdunsten des Petrolithers gewogen wurde, 
sei im folgenden als Nervonsiurefraktion bezeichnet. 

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Menge 
der bei der Spaltung von je 10g der Cerebrosidgemenge er- 
haltenen Saurefraktionen. 























Cl C il C Ill C1V 
ae os. ae oe. ee ee Pee. 
a) Fraktion der gesattigten | 1,69 2,51 3,32 3,82 
Fettsiuren 
1, Cerebronsiurefraktion 0,98 1,68 2,69 8,21 
2. Lignocerinsiurefrakt. 0,46 0,55 0,38 0,43 
b) Fraktion der ungesiittigten | 3,04 2,34 1,37 0,85 
Fettsiuren 
1. Fraktion d. ungesiittig- 1,08 1,14 0,90 0,63 
ten Oxysiure 
2. Nervonsiiurefraktion 1,68 1,02 0,35 0,17 
Gesamtmenge (Sdure + Ester) | 4,73 | 4,85 | 4,69 | 4,67 


Trotz der groBen Verschiedenheit der Mengen der einzelnen 
Siurefraktionen ist der Gesamtfettsiuregehalt der vier unter- 
suchten Cerebrosidgemische fast genau derselbe. Die Werte 
stimmen befriedigend iiberein mit denen, welche die Theorie 
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erfordert, denn aus je 10g der drei bekannten Cerebroside 
miissen erhalten werden: 


Cerebron Kerasin Nervon 
Freie Siure 4,81 g 4,52 g 4,60 g 
Methylester 4,98 4,69 4,78 


Die Cerebronsaurefraktionen. Das Rohprodukt von Cl 
schmolz bei 98—99°, das von CII und CIIl bei 99 bis 
100°, das von CIV bei 100—101° Alle 4 Produkte wurden 
zur Prifung auf Einheitlichkeit durch fraktioniertes Fallen mit 
Lithiumacetat aus siedend heifer alkoholischer Lésung (100 V.-T.) 
in je 3 Teile zerlegt. Simtliche Fraktionen mit Ausnahme von 
einer, die aus CIII erhalten wurde, und die bei 99—100° 
schmolz, hatten den Schmelzpunkt 100—101°, das ist nach 
Thierfelder der Schmelzpunkt der analysenreinen Cerebron- 
siure. Fiir die Fraktionierung der nach den beiden verschiedenen 
Methoden erhaltenen Rohprodukte sei je ein Beispiel angefihrt. 

0,98 g von CI ergab: Fraktion 1 0,20 g, Schmelzp. 100—101°; 
Fraktion 2 0,38g, Schmelzp.100—101°; Fraktion 3 0,28 g, Schmelzpunkt 
100—101°, Aus der Mutterlauge wurden noch 0,09 g zuriickgewonnen, 
die sehr unscharf bei etwa 85° schmolzen. 

1g von ClIli ergab: Fraktion 1 0,33g, Schmelzp. 100—101°; Frak- 
tion 2 0,54 g, Schmelzp. 100—101 ; Fraktion 3 0,09 g, Schmelzp. 99 bis 
100°. Aus der Mutterlauge wurden noch 0,03 g zuriickgewonnen, die 
ebenfalls unscharf bei etwa 68° schmolzen. 

Die Lignocerinsdurefraktionen. Das aus Aceton um- 
krystallisierte Produkt von CI schmolz bei 79—80° 

0,0598 g Substanz verbrauchten 1,69 ecm n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9470. 

Aquivalentgew.: Gef. 374, 
Fiir C,,H.,0, Ber. 368,5. 

Die Fraktionierung erfolgte wie oben bei der Cerebron- 
siure durch Fallung mit Lithiumacetat aus heifer alkoholischer 
Lésung (50 V.-T.). Dabei verhielten sich die beiden Siuren 
durchaus verschieden, wahrend das Lithiumsalz der Cerebron- 
sdure voluminés und amorph ausfiel, waren die mit Lignocerin- 
siure erhaltenen Fillungen kérnig und krystallin. 

Die Fraktionierung von 0,40 g ergab: Fraktion 1 0,04 g, 
Schmelzp. 80—81°; Fraktion 2 0, 17g. Schmelzp. 80,5—81,5°; 
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Fraktion 3 0,12 g, Schmelzp. 80—81° Aus der Mutterlauge 
zuriickgewonnen: 0,05 g, Schmelzp. 76—77°. 

Das Produkt von CII schmolz bei 80—81°, besaB also 
bereits den gew6hnlich fiir Lignocerinsiure angegebenen Schmelz- 
punkt. Zur Fraktionierung wurde ein Material benutzt, das 
durch Spaltung einer gréBeren Menge der Cerebrosidfraktion C II 
erhalten war. Durch Umkrystallisieren aus Aceton stieg der 
Schmelzpunkt noch auf 80,5—81,5°, er idnderte sich beim 
weiteren Umkrystallisieren nicht mehr. Die Fraktionierung des 
umkrystallisierten Produkts (3,40 g) ergab: Fraktion 1 0,38 g, 
Schmelzp. 82—84°; Fraktion 2 1,43 g, Schmelzp. 82—83°; 
Fraktion 3 1,15g, Schmelzp. 80,5—81,5° Aus der Mutter- 
lauge zuriickgewonnen: 0,41 g, Schmelzp. 54—56°. Der hohe, 
aber unscharfe Schmelzpunkt von Fraktion 1 macht es wahr- 
scheinlich, daB sie noch etwas Cerebronsiure enthalt. Frak- 
tion 2 wurde nochmals in 38 Teile zerlegt: Fraktion 2a 0,37 g, 
Schmelzp. 82,5—83,5°; Fraktion 2b 0,53 g, Schmelzp. 82,5 
bis 83,5°; Fraktion 2c 0,32 g, Schmelzp. 82,5—83,5° Aus der 
Mutterlauge zuriickgewonnen: 0,21 g, Schmelzp.77—78°. Beim 
wiederholten Umkrystallisieren aus Aceton blieben die Schmelz- 
punkte von 2a und 2c unverandert, der von 2b stieg noch 
auf 83—84°. Dies ist die héchstschmelzende Lignocerinsiure- 
fraktion, die ich erhalten konnte. Ein unmittelbarer Vergleich 
mit der hydrierten Nervonsiure zeigte, daB der Schmelzpunkt 
der letzteren noch um 1—1,5° hoher liegt. Die Mischprobe 
ergibt einen Schmelzpunkt, der zwischen den der beiden Sub- 
stanzen liegt. Beide Saéuren krystallisieren aus Benzol in gut 
ausgebildeten, sehr diinnen rhombischen Blattchen, die in den 
zwei HKillen nicht voneinander zu unterscheiden sind. Die 
Krystalle werden erst sichtbar, nachdem das Liésungsmittel 
unter dem Deckglas véllig verdunstet ist. 

4,971 mg Substanz gaben 14,270 mg CO, und 5,90 mg H,0O. 

Fiir C,,H,,O, Ber. 78,18°/, C 13,13 °/, H 
Gef. 78,3 13,3 

Der durch Kochen mit methylalkoholischer Schwefelsiure 
dargestellte und aus Aceton umkrystallisierte Methylester hat 
den Schmelzp. 59,5°. Er stimmt iiberein mit dem Schmelz- 
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punkt des Methylesters der hydrierten Nervonsiiure. Misch- 
probe ergab keine Schmelzpunktsdepression. Die aus dem 
Methylester durch Verseifung mit alkoholischer Natronlauge 
zurickgewonnene und aus Aceton umkrystallisierte Siure zeigt 
aber trotzdem nicht den hohen Schmelzpunkt der hydrierten 
Nervonsiure, sondern er liegt unverindert bei 83—84°. 


Das hier angewendete Verfahren zur Trennung der beiden ge- 
sittigten Sdiuren fihrt nicht immer ohne weiteres zu so reiner Ligno- 
cerinsiiure, wie das bei Ci und noch mehr bei CII der Fall war. Aber 
auch dann gelingt es, Fraktionen zu erhalten, deren Schmelzpunkte dem 
obigen recht nahe kommen. Als Beispiel dafiir sei die Fraktionierung 
eines derartigen Produkts beschrieben, das von einer bei anderer Ge- 
legenheit vorgenommenen Cerebrosidspaltung herriihrte. 

Die Substanz schmolz unscharf zwischen 82 und 85°. 3,88 g der- 
selben wurden zunichst mit Lithiumacetat in 5 Fraktionen zerlegt. 
Fraktion 1 0,34 g, Schmelzp. 100—101°; Fraktion 2 0,81 g, Schmelz- 
punkt 100—101°; Fraktion 3 1,02 g, Schmelzp. 883—85°; Fraktion 4 
1,12 g, Schmelzp. 79—80°; Fraktion 5 0,41 g, Schmelzp. 79—80°. 

Fraktion 3 wurde jetzt noch einmal fraktioniert. Fraktion 3a 
0,18 g, Schmelzp. 100—101°; Fraktion 3b 0,20 g, Schmelzp. 80—81°; 
Fraktion 3¢ 0,24g, Schmelzp.80,5—81,5°; Fraktion 3d 0,24 g, Schmelz- 
punkt 80,5—81,5°; Fraktion 3e 0,13 g, Schmelzp. 80—81 °. 

Ich vereinigte nun die Fraktionen 4, 5 und 3b—3e und krystalli- 
sierte die Suhstanz aus Aceton um. Schmelzp. 80—81°. 

0,0635 g Substauz verbrauchten 1,80 eem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T’. 0,9530. 

Aquivalentgew.: Gef. 370. 


Die nochmalige Fraktionierung (2,10 g) ergab: Fraktion 1 0,09 g, 
Schmelzp. 79,5—80,5°; Fraktion 2 0,61 g, Schmelzp. 80—81°; Fraktion 3 
0,56 g, Schmelzp. 82—-83°; Fraktion 4 0,36 g, Schmelzp. 81,5—82,5°; 
Fraktion 5 0,28 g, Schmelzp. 80—81°. 

Bei allen 3 Fraktionierungen fiel die letzte Fraktion erst beim Ab- 
kiihlen der Lésung aus. Die aus dem Filtrat zuriickgewonnenen Siure- 
mengen schwankten zwischen 0,05 und 0,01 g. Die Schmelzpunkte lagen 
zwischen 70 und 78°. 

Durch wiederholtes Umkrystallisieren von Fraktion 3 (Schmelz- 
punkt 82—83° der Reihe nach aus Benzol, Chloroform—Acetongemisch, 
Ather und Aceton stieg der Schmelzpunkt noch auf 82,5—83,5°. 


Das Produkt von CIII schmolz bei 71—73°% Die Frak- 
tionierung (0,38 g) ergab: Fraktion 1 0,08 g, Schmelzp. 77—78°; 
Fraktion 2 0,12 g, Schmelzp. 79—80°; Fraktion 3 0,09 g, 
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Schmelzp. 73—75°. Die 3. Fraktion fiel erst heim Abkihlen 
der Lésung aus. Aus der Mutterlauge zuriickgewonnen: 0,08 g, 
Schmelzpunkt sehr unscharf bei etwa 55°. 


0,0575 g Substanz der aus Aceton umkrystallisierten Fraktion 3 
verbrauchten 1,63 eem n/10-alkoholische Natronlauge vom T. 0,9503. 
Aquivalentgew.: Gef. 371. 


Das Produkt von CIV schmolz bei 72—74°% Die Frak- 
tionierung (0,43 g) ergab: Fraktion 1 0,08 g, Schmelzp. 78—79°: 
Fraktion 2 0,21 g, Schmelzp. 79—80°; Fraktion 3 0,03 g 
Schmelzp. 76—77°. Aus Mutterlauge zuriickgewonnen: 0,04 g 
schmierig. 


0,0492 (0,0516) g Substanz von der aus Aceton umkrystallisierten 
Fraktion 2 verbrauchten 1,40 (1,47) eem n/10-alkoholische Natronlauge 


vom T. 0,9503. , 
Aquivalentgew.: Gef, 369 (369). 


Es dirfte demnach auch in den Produkten von CIII und 
CIV im wesentlichen Lignocerinsiure vorgelegen haben. 

Die Fraktionen der ungesattigten Oxysaure. Die Schmelz- 
punkte dieser Fraktionen lagen alle sehr unscharf zwischen 70 
und 80°. Analysiert wurden die Rohprodukte, ohne daB mit 
ihnen vorher eine Reinigung vorgenommen wurde. 

C1 0,0431 g Substanz verbrauchten 1,37 cem n/10-Bromlésung. 


CII 0,1151 g - gaben 0,3174 g COQ, und 0,1265 g H,0O. 

0,0470 g om verbrauchten 1,75 cem n/10-Bromlésung. 

C III 0,1148 g "i gaben 0,3167 g CO, und 0,1251 g H,O. 

0,0502 ¢g y verbrauchten 1,94 cem n/10-Bromlésung. 

CIV 01150¢g —,, gaben 0,3169 g CO, und 0,1268 g H,O. 

0,0426 g verbrauchten 1,40 cem n/10-Bromlésung. 
C H Jodzahl 

CI Gef. — a 40,4 

Cll ,, 75,2 12,3 47,3 

CII ,, 75,8 12,2 49,0 

CIV ,, 75,2 12,3 41,7 

7 ath Frither Gef. 75,2 bzw. 75,0 12,0 bzw. 11,9 65,5 
Fiir ungesittigte } 0, Ber. 75,32 12,12 66,36 
Oxyeiare C,,H,.0, 5 75,69 12,20 64,02 

Fiir Cerebronsiiure C,,H;,O,; ,, 75,32 12,65 0. 


Nach Schmelzpunkt und Jodzahl dieser Fraktionen miissen 
hier auBer der ungesittigten Oxysiiure (Schmelzp. 65°) betriicht- 
liche Mengen einer anderen, héher schmelzenden, gesattigten 
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Siure vorhanden sein. Die Elementaranalysen lassen keinen 
Zweifel dariiber, daB es sich um Cerebronsiure handelt. Somit 
]aBt sich die vorhandene Menge der beiden Siauren aus der Jod- 
zahl des Gemisches berechnen. Der Berechnung wird fiir die un- 
gesittigte Oxysiure die Formel C,,H,,0,, also die Jodzahl 66,36 
zugrunde gelegt. 

CI Cil cCill CIV 

Cerebronsiiure in g 0,42 0,338 0,24 0,23 

Ungesittigte Oxysiiure in g 0,66 0,81 0,66 0,40. 

DaB auch die Rohfraktionen von CI, von welcher eine 
Elementaranalyse nicht vorliegt, nur aus den beiden erwdhnten 
Sauren besteht, geht aus den Schmelzpunkten der 4 Saure- 
fraktionen hervor, in welche das Rohprodukt durch auf- 
einander folgendes 3maliges Fillen mit je 0,1 g Bleiacetat 
aus iitherischer Loésung, wie friiher beschrieben'), zerlegt 
wurde. Fraktion 4 war der nach der 3. Fallung noch in Lésung 
gebliebene Teil. Fraktion 1 0,19 g, Schmelzp. 90—93°; Frak- 
tion 2 0,15 g, Schmelzp. 86—93°; Fraktion 3 0,27 g, Schmelz- 
punkt 68—75°; Fraktion 4 0,84 g, Schmelzp. 61—63°. 

0,0254 g Substanz von Fraktion 1 verbrauchten 0,26 cem n/10-Brom- 


lésung. 


Jodzahl gef. 13,0. 


Die iiber das Natriumsalz gereinigte, aus Aceton um- 
krystallisierte Siure (0,22 g) der Fraktion 4 schmolz bei 65—66°. 

0,0253 g Substanz verbrauchten 1,23 ccm n/10-Bromlésung. 

Jodzahl gef. 61,7. 

Nach der niedrigen Jodzahl und dem etwas zu hohen 
Schmelzpunkt ist wohl die Saéure noch nicht vollig rein. 

Ein reineres Produkt war aus der Rohfraktion von CII zu 
erhalten, von welcher eine aus insgesamt 70 g Cerebrosid stam- 
mende Menge zur Verfiigung stand. Zur Fraktionierung wurde 
wieder das friihere Verfahren!) benutzt. Ausbeute aus 6,74 g des 
Rohprodukts: 0,59 g. Schmelzp. 65° Aus den vielen Zwischen- 
fraktionen kénnen noch weitere Mengen gewonnen werden. 


0,0368 g Substanz verbrauchten 1,88 cem n/10-Bromlésung. 
0,0712 (0,0579, 0,0538) g Substanz verbrauchten 1,93 (1,56, 1,455) cem 
n/10-alkoholische Natronlauge vom T. 0,9503. 


') Diese Zs. Bd. 157 S. 295 (1926). 
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Aquivalentgew. Jodzahl 

Gef. 888 (391, 389) 64,8 

Fiir C,,H,,0, Ber. 382,5 66,36 
» CosllsO, ,, 396,5 64,02. 


In Chloroform dreht die Siure links. 


0,3500 g Substanz in Chloroform zu 5 cem gelést. Drehung bei 
Natriumlicht im 2 dm-Rohr —0,42 g. 
[a}i> — 3,00°. 
In Pyridin dagegen dreht dieselbe Substanz (aus der Chloro- 
formlésung zuriickgewonnen) rechts. 


0,3500 g Substanz in Pyridin zu 5cem gelést. Drehung bei Na- 
triumlicht im 2 dm-Rohr + 0,44°. 


[a]? + 3,14°% 


Demnach wire die freie Siéure linksdrehend, wihrend das 
Pyridinsalz Rechtsdrehung zeigt. Friher wurde fir eine 
24,93°/,ige Lésung in Pyridin gefunden: 

[a]2° + 2,87°. 


Die Nervonsaurefraktionen. Das Rohprodukt von CI] 
schmolz bei 86—37°, das von CII bei 37~-38°, das von CII! 
bei 40—45°, das von CIV war bei gewéhnlicher Temperatur 
weich und schmierig. 


0,0377 g Substanz von CI verbrauchten 1,76 eem n/10-Bromlésung. 
Jodzahl gef. 59,3. 

0,0453 g Substanz von C II verbrauchten 2,09 cem n/10-Bromlésung. 
Jodzahl gef. 58,6. 

0,0369 g Substanz von C III verbrauchten 1,45 ecm n/10-Bromlésung. 
Jodzahl gef. 49,9. 

0,0506 g Substanz von C IV verbrauchten 1,33 eem n/10-Bromlésung. 
Jodzahl gef. 33,4. 

Unter der Voraussetzung, da8 in den Rohprodukten auger 
Nervonsiure keine andere ungesiattigte Siure sich vorfindet, 
laBt sich die in ihnen enthaltene Menge derselben aus ihre 
Jodzahl berechnen. 

CI Cll C Ill CIV 
1,44 g 0,86 g 0,25 g (0,08 g) 

Die Richtigkeit der Annahme kann bei den Produkten von 
CI und CII mit Riicksicht auf die fiir die Nervonsiure schon 
recht gut stimmenden Schmelzpunkte und nach dem Ergebnis 
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der Fraktionierung als gesichert gelten. Bei den Produkten von 
CII und vor allem bei dem von CIV wird ein etwaiger Fehler 
wegen den kleinen Mengen ohne EinfluB auf das Gesamtresultat 
bleiben. DaB nach dem angewendeten Verfahren eine so gut 
wie vollstiindige Abtrennung der ungesiittigten Oxysiiure erreicht 
wird, konnte schon bei anderer Gelegenheit!) festgestellt werden. 

Zur Reinigung habe ich die Produkte von CI (aus 10 g 
Cerebrvusid) und von CII (aus insgesamt 70 g Cerebrosid) ver- 
einigt und 6,51 g davon in 200 ccm Ather aufgenommen, zur 
siedenden Lésung 1,5 g in wenig Methylalkohol geléstes Blei- 
acetat hinzugefiigt, den entstandenen Niederschlag (a) durch 
Zentrifugieren von der Liésung (b) getrennt, denselben wieder 
in Ather verteilt, nochmals zentrifugiert und den iiberstehenden 
Ather mit b vereinigt. 

a) Den Niederschlag habe ich im Soxhletapparat unter 
éfterem Wechseln des Lisungsmittels mit Ather extrahiert, 
und nach 20stiindiger Dauer unterbrochen, obgleich der Ather 
immer noch geringe Mengen Substanz aufnahm. 

¢) Der Extraktionsriickstand wurde in Ather verteilt, im 
Scheidetrichter, nachdem einige Tropfen konzentrierte Salz- 
siure zugegeben waren, geschiittelt, das ausgefallene Bleichlorid 
und die Salzsiure durch wiederholtes Schiitteln mit Wasser 
entfernt, dann die iatherische Lésung mit Natriumsulfat ge- 
trocknet und der Ather verdunstet. Die Menge des Riick- 
stands betrug 1,00 g, Schmelzp. 47—49°. 


0,0547 g Substanz verbrauchten 1,64 cem n/10-Bromlésung. 
Jodzahl gef. 38,0. 


f) Die vereinigten atherischen Lésungen wurden ohne 
Riicksicht auf den beim Abkiihlen aufgetretenen Niederschlag 
wieder mit Salzsiure im Scheidetrichter geschiittelt und wie 
oben die Siure gewonnen (1,41 g). Schmelzp. 38—39°. 

0,0492 g Substanz verbrauchten 2,20 cem n/i0-Bromlésung. 

Jodzahl gef. 56,8. 

b) Aus der Atherischen Lisung konnte durch Zufiigen von 

mehr Bleiacetat keine weitere Fallung erzeugt werden. Die 


") Diese Zs. Bd. 157, S. 287 (1926). 








286 E. Klenk, Uber die Cerebroside des Gehirns. 


nach der Entfernung von Blei durch Schiitteln mit Salzsiure | 
aus der Liésung gewonnene, iiber das Natriumsalz gereinigte 
Saure wurde beim Umliésen aus der 30fachen Menge 75 °/, igen 
Alkohols krystallisiert (Blittchen) erhalten. Ausbeute: 2,98 ¢, 
Schmelzp. 39—40°. 

0.0593 g Substanz verbrauchten 1,69 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9503. 

0,0437 g Substanz verbrauchten 2,28 eem n/10-Bromlésung. 

Aquivalentgew. Jodzahl 
Gef. 369 66,2 
Fiir C,,H,,O, Ber. 366,5 69,26. 

Die héher schmelzende Siurefraktion a, von niedriger Jod- 
zahl weist darauf hin, da in den Rohfraktionen noch in kleinen 
Mengen eine gesiittige Fettsiure vorhanden ist. Mdglicher- 
weise handelt es sich um Lignocerinsaure. 


Zur besseren Ubersicht sind die entgiltigen Werte fiir dic 
Mengen der aus den einzelnen Cerebrosidfraktionen erhaltenen 
Fettsiuren in folgender Tabelle zusammengestellt. 
































Cl CII Cul | Civ 

za lislz=leelze|delzel2s 

: a . = : 3 + - 3 -> _- -» 

<2 | TS | 4 | TS |B Re | Se | Te 
Gesamtfettsiuren 
(Siiure + Ester) . . [47,3 | — [48,5 | — |46,9 | — | 46,7 | — 
Cerebronsiure . . .1|14,0 |30 [20,1 | 41 [29,3 |63 [34,4 | 74 
Lignocerinsiure . . .]| 4,6 | 9,7] 5,5 | 11 3,8 | 8,1 | 4,3 | 9,2 
Ungesittigte Oxysiure | 6,6 | 14 8,1 | 17 | 6,6 | 14 4.0 | 8,6 
Nervonsiiure . . . .|14,4 | 30 8,6 | 18 | 2,5 | 5,3 | (0,8)} (1,7) 














Die Untersuchung wurde durchgefiihrt mit Mitteln, welche 
die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung 
gestellt hat, fiir deren Zuwendung ich bestens danke. 


Uber die Nervonsiaure. 
Von 
FE. xlenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 
(Der Redaktion zugezangea am 15. Marz 1927.) 


Nachdem fiir die neuen ungesiattigten Fettsiiuren eine 
verhiltnismibig ausgiebige Quelle in den jetzt besser zugiing- 
lich gewordenen Fraktionen der leichter léslichen Cerebroside 
des Gehirns gefunden ist. wird es auch méglich, die genauere 
Konstitutionsaufklirung dieser Siuren in Angriff zu nehmen. 
Ich habe mich zunichst der Nervonsdiure C,,H,,O, zugewandt 
und den Ort der in dem Molekiil vorhandenen doppelten Bin- 
dung nach der Ozonisierungsmethode yon C. Harries er- 
mittelt. 


Die Aufarbeitung des Spaltungsgemisches fiihrte zu Pe- 
largonsaure C,H,,O, bzw. deren Aldehyd. Diesen habe ich 
nicht niher untersucht, sondern ihn durch Oxydation in die 
Siure iibergefiihrt. Dai die normale Nonylsiure und nicht 
eine Isomere vorliegt, kann als gesichert gelten. 


Als weiteres Spaltprodukt habe ich nur noch die zu er- 
wartende Dicarbonsiure isoliert. Sie besitzt die Formel C,,H,,0, 
und diirfte nach ihrem Schmelzpunkt, wie die Azelain- und 
Brassylsiiure, der Reihe der Dicarbonsiuren mit norma'er 


Kohlenstoffkette angehéren. 
Die Nervonsiure hat demnach die Struktur 
CH,(CH,),CH : CH(CH,),,COOH . 
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Die doppelte Bindung befindet sich an derselben Stelle wie 
in der Eruka- und Olsiure. 

Die neuen Feststellungen bestitigen durchaus die schon 
friiher ausgesprochene Ansicht!), wonach man in der Nervon- 
siure eine unverzweigte Kohlenstoffkette anzunehmen hat. Da 
nun der direkte Vergleich ihres Hydrierungsprodukts mit der 
Lignocerinsiure des Kerasins*) ebenso wie mit der des Buchen- 
holzteers*) fiir die Identitit der 3 Substanzen sprach, so muf 
wohl auch in den letzteren eine unverzweigte Kohlenstoffkette 
vorliegen, was fiir die Lignocerinsiure des Buchenholzteers von 
Brigl und Fuchs’) bereits auf ganz anderem Wege bewiesen 
wurde. 


4,00 g Nervonsiure (Schmelzp. 39—40°, Jodzahl 66) wurden 
in 40 ccm Chloroform gelést und durch Einleiten von ozon- 
haltigem Sauerstoff in das Ozonid iibergefiihrt.*) Dieses wurde 
nach Entfernung des Chloroforms im Vakuum mit 20 ccm 
Wasser durch !/, stiindiges Erhitzen auf dem Wasserbad ge- 
spalten, das beim Abkihlen erstarrende Reaktionsgemisch nach 
Harries und Tiirk®) in Ather aufgenommen und der iitthe- 
rischen Lésung die stiirkeren Siuren durch Schiitteln mit einer 
zum diinnen Brei angerihrten wifrigen Aufschwemmung von 
Natriumbicarbonat im Scheidetrichter entzogen. Diese kleine 
Abweichung vom iiblichen Verfahren erwies sich hier als vor- 
teilhaft, denn bei Anwendung einer wiBrigen Loésung von 
Natriumbicarbonat scheidet sich, wie der Vorversuch ergab, 
ein schwer lésliches Natriumsalz aus, das die Trennung der 


*) Es ist mir eine angenehme Pflicht Herrn Prof. Meisenheimer 
fiir die bereitwilligst erteilte Erlaubnis zur Benutzung des in seinem 
Institut vorhandenen Ozonisators meinen besten Dank auszusprechen. 

1) Diese Zs. Bd. 157, S. 284 (1926). 

?) Siehe die vorangehende Mitteilung. 

3) Diese Zs. Bd. 157, S. 289 (1926). 

4; Diese Zs. Bd. 119, S. 280 (1922). 

5) Chem. Ber. Bd. 39, 8. 3732 (1906). 
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beiden Fliissigkeiten sehr erschwert. Die atherische Liésung 
wurde von der dickfliissigen, wiBrigen Schicht abgegossen, auf 
dieselbe Weise noch einmal mit der Natriumbicarbonat- 
aufschwemmung, dann mit einer wifSrigen Natriumbicarbonat- 
lésung geschiittelt, schlieBlich mit Natriumsulfat getrocknet und 
der Ather abdestilliert (Riickstand a). 

Die Bicarbonatausschiittlungen wurden vereinigt, mit 
Schwefelsiiure angesiuert und die freie Siure ausgeiithert (Ather- 
riickstand b). 

a) Der Riickstand wurde unter vermindertem Druck (20 mm 
Hg) destilliert. Die Menge des bei 80—150° iibergehenden 
Destillats (a,) betrug 0,73 g. Destillationsriickstand (a,): 2,27 g. 

a, bestand nur aus Nonylaldehyd und Pelargonsiure. Das 
leicht fliissige, stark riechende Ol wurde in Ather aufgenommen, 
die Siiure durch Ausschiitteln mit einer Natriumcarbonatlésung 
abgetrennt, der aus der itherischen Lésung erhaltene Aldehyd 
durch Oxydation mit Silberoxyd nach Delépine und Bonnet?) 
in die Saure iibergefiihrt, die man dann mit dem aus der 
Natriumcarbonatlésung erhaltenen Teil vereinigte. Bei der 
Destillation unter Atmosphirendruck (730 mm Hg) ging die 
Gesamtmenge bei 238—247° iiber. Die Saiure wird in Eis fest 
und schmilzt bei 9—10° (reine Pelargonsiure, Schmelzp. 12,5 °). 

0,0343 g Substanz verbrauchten 2,30 cem n/10 alkoholiseche Natron- 
lauge vom T. 0,9524. 

Aquivalentgew. Fiir C,H,,0, Ber. 158,2 
Gef. 157. 

Analyse des Silbersalzes: 4,881 mg Substanz gaben 7,300 ccm CV,, 
2,84 mg H,O u. 1,984 mg Ag. 

Fiir C,H,,0,Ag —_ Ber. 40,77°/, C 6,47°/, H 40,71°/, Ag 

ref, 40,8 6,5 40,6. 

Das Calciumsalz krystallisiert aus 90°/,igem Methylalkohol 
in Nadelbiischeln. Die aus dem umkrystallisierten Salz zuriick- 
gewonnene und destillierte Siure schmolz bei 10—11°. 

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Saure nach 
Hans Meyer?) in das Chlorid verwandelt und daraus durch 


 C. R. Bd. 149, 8. 39; C. 1909, II, S. 589. 
*) Monatshefte Bd. 22, S. 111 (1901). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXV{I- 19 
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Zusammenbringen mit 5 ccm eisgekiihltem konzentriertem Am- 
moniak das Amid dargestellt. Ausbeute: aus 0,14 ¢ Siure 
0,11 g des Rohprodukts. Durch Umkrystallisieren aus Wasser 
erhielt man das Amid in glanzenden Blittchen. Schmelz- 
punkt 99° (Pelargonsiureamid, Schmelzp. 99°). Es war in jeder 
Beziehung identisch mit dem ebenso gewonnenen Amid der 
Pelargonsiure (Kahlbaum). Die Mischprobe ergab keine Schmelz- 
punktsdepression. Herr Prof. Klieg] hatte die Freundlichkeit 
mir zum Vergleich das Amid der 2-Methyl-oktansdure-(8), die 
von allen Isomeren der normalen Saéure am inhnlichsten sein 
muB, zur Verfiigung zu stellen. Dieses schmolz bei 106,5° 
(Schmelzpunkt der freien Siure etwa +2°'), iibereinstimmend 
mit den Angaben von Levene und Allen.)*?) Die Schmelz- 
punktsdepressionen von Mischproben sind sehr gering, wie die 
folgende Ubersicht zeigt. 











Amba der No- 








Amid der Syitare us| Semel Amida | Petrgone | Schmals 
Nervonsiiure |  sdure 

ees: i ie s... °C 
100 | 0 106,5 100 0 106,5 
50 50 100—101 50 50 100—101 
33 67 98—99 33 67 98—99 
0 ~~ 100 99 0 100 99 

















a, wurde in 30 ccm absolutem Alkohol gelést und 0,7 ccm 
konzentrierte Schwefelsiure hinzugefiigt. Nach 3 tagigem 
Stehen wurde mit Wasser verdiinnt, das ausgefallene Ol aus- 
geiithert, die aitherische Lésung mit Natriumsulfat getrocknet, 
der Ather abdestilliert und der Riickstand unter vermindertem 
Druck (25 mm Hg) fraktioniert. Fraktion 1, Siedep. 100—130°, 
0,32 g; Fraktion 2, Siedep. 200—220°, 0,42 g; Fraktion 3, 
Siedep. 220—240°, 0,59 g. Bei 240° begann sich der Destil- 
lationsriickstand zu zersetzen. Die Destillation wurde des- 
halb unterbrochen. Fraktion 1 war Pelargonsiureithylester. 
Der Ester wurde durch einstiindiges Kochen mit methyl- 


——— am 


1) Privatmitteilung von Herrn Prof. Kliegl. 
2) Jl. of Biol. Chem. Bd. 27, S. 447 (1916). 
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alkoholischer Natronlauge verseift, die alkoholische Liésung 
mit Wasser verdiinnt, mit Schwefelsiure angesiiuert, im 
Scheidetrichter mit Petrolither geschiittelt und der Petrol- 
‘itherriickstand destilliert. Siedep.,,, 2483—249° 


0,0328 g Substanz verbrauchten 2,15 eem n/10 alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9524. 


Aquivalentgew. Gef. 160. 

Fraktion 2 war ein diinnfliissiges, farbloses, angenehm 
riechendes Ol. Es handelte sich wahrscheinlich um das Ester- 
acetal des Halbaldehyds der Dicarbonsiure C,,H,,0,. D. Holde 
und F. Zadek!?) fanden vor kurzem bei der Aufspaltung der 
Brassidinsiure durch Ozonisation das Esteracetal des Halb- 
aldehyds der Brassylsiure C,,H,,0, in der bei 175—180° 
(12 mm Hg) tibergehenden Fraktion. Fraktion 3 war ein dickes 
leicht gelb gefiirbtes Ol das bei Zimmertemperatur teilweise 
erstarrt. Die beiden Fraktionen wurden nicht niher untersucht. 

b) Schmelzpunkt etwa 88—93° Das Produkt gab mit 
fuchsinschwefliger Siure die Aldehydreaktion. 

0,0340 g Substanz verbrauchten 2,26 cem n/10 alkoholische Natron- 
lauge vom T.. 0,9524. 

Aquivalentgew. Gef. 158. 

Dieses Rohprodukt habe ich nach Harries und Tirk?) 
mit Permanganatlésung oxydiert um den darin vorhandenen 
Halbaldehyd in die Dicarbonsiure iiberzufiihren. Nach der 
Oxydation besafi die Substanz einen unverinderten Schmelz- 
punkt von 88—93°. 

0,0328 g Substanz verbrauchten 2,50 ccm n/10 alkoholische Natron- 


lauge vom T. 0,9470. 
Aquivalentgew. Gef. 139. 


Zur Reinigung wurde es (1,2 g) in Chloroform gelést und 
nun mit in Chloroform geléstem Lithiumacetat fraktioniert 
gefallt: Aus den gefillten Lithiumsalzen wurde die Siure 
jeweils durch Schiitteln mit Ather und Schwefelsiiure gewonnen. 
Nach der dritten Fallung trat beim erneuten Zugeben von 
Lithiumacetat kein Niederschlag mehr auf. 


) Chem. Ber. Bd. 56, S. 2057 (1923). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 343, S, 359 (1905). 
19* 
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Wraktion Menge Schmelzp. 
g 0 
1 | 0,12 | 102-103 © 
2 0,31 105—107 
3 0,27 82—85 
nicht ge- 
fillter Teil 0,44 halbfest 








Fraktion 2 (Schmelzp. 105—107°) wurde auf dieselbe Weise 
nochmals fraktioniert. 














Fraktion Menge Schmelzp. 
g 0 

2a 0,03 106—108 

2b 0,05 109—111 

Ze 0,12 108—110 

2d 0,08 100—104 

nicht ge- 

fillter Teil] | Spuren a 


Die Fraktionen 2b und 2c besaBen nach dem Umkrystal- 
lisieren aus Ligroin denselben Schmelzpunkt von 111—111,5°. 

0,0269 g Substanz verbrauchten 2,01 cem n/10 alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9524. 

4,780 g Substanz gaben 11,590 mg CO,, 4,49 mg H,O und 0,004 mg 
Asche. 


C H Asche Aquivalentgew. 
Fir ©,,H,,0, Ber. 66,13°/, 10,36°/, — °%, 136,15 
Gef. 66,1 10,5 0,08 140,5 
Fiir aschefreie Substanz ,, 66,2 10,5 _ — 


Die Saure ist in den meisten organischen Lésungsmitteln 
sehr leicht léslich, schwer léslich in Ligroin (Siedep. 80— 90°) 
und so gut wie unléslich in Wasser. Aus Ligroin krystallisiert 
sie in kleinen Nidelchen. Ihr Schmelzpunkt diirfte wohl 
durch weitere Reinigung, die mit den kleinen Substanzmengen 
nicht mehr méglich war, noch um eine Kleinigkeit zu erhéhen 
sein. Ich zweifle nicht daran, daB die Siure identisch ist mit 
der kiirzlich von Philippe Chuit?) synthetisch dargestellten, 


') Helv. Chim. Acta Bd. 9, S. 273 (1926). 
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bei 114,6—114,8° schmelzenden Dicarbonsiure C,,H,,O, mit 
normaler Kohlenstoffkette. 

Uber die Natur der nach der Oxydation mit Permanganat 
im Rohprodukt als Beimengung vorhandenen offenbar sehr 
niedrig schmelzenden Substanz kann ich noch keine Angaben 
machen, mdglicherweise handelt es sich um Pelargonsiure. 
Daf eine isomere Dicarbonsiuie vorliegt, wie aus dem bereits 
richtigen Aquivalentgewicht des Rohprodukts gefolgert werden 
kénnte, halte ich fiir unwahrscheinlich. 


Die Untersuchung wurde durchgefiihrt mit Mitteln, welche 
die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung 
gestellt hat, fir deren Zuwendung ich bestens danke. 








Uber Enzymspezifitat. 


Von 


Hans y. Euler und Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Marz 1927.) 


I. Hemmung der Saccharase- und Raffinasewirkung durch 
einfache Zuckerarten und durch Glucoside. 


Die enzymatische Spaltung des Rohrzuckers durch Saccha- 
rase wird durch gewisse andere Zuckerarten in spezifischer 
Weise gehemmt. Dies war schon aus den Versuchen von 
V. Henri, H. P. Barendrecht und EK. F. Armstrong be- 
kannt, und die Hemmung wurde im allgemeinen darauf zuriick- 
gefiihrt, daB die Spaltprodukte des Rohrzuckers, Glucose und 
Fructose, sowie andere hemmende Zuckerarten mit dem Enzym 
Verbindungen eingehen und somit einen Teil des im enzy- 
matischen Reaktionsgemisch vorhandenen Enzyms mit Beschlag 
belegen und dem Substrat entziehen. L. Michaelis hat dann 
den Grad dieser Bindung Enzym-Hemmungsstoff (Saccharase- 
Fructose, Saccharase—Glucose usw.) auf Grund des Massen- 
wirkungsgesetzes zahlenmibig festzustellen gesucht und zwar 
durch die Angabe von Affinititskonstanten. 

Eine gewisse Einschrinkung erfuhr die Annahme, daf 
die Hemmung allgemein durch eine solche Beschlagnahmung 
eines Teils des Enzyms von dem hemmenden Stoff verursacht 
wird, schon durch die Ergebnisse von L. Michaelis und 
P. Rona!) und von L. Michaelis und H. Pechstein?), welche 
im Falle der Maltase der Bierhefe und der Saccharase aus 





1) L. Michaelis u, P. Rona, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 62 (1914). 
2) L. Michaelis u. H. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 60, 8.79 (1914). 
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Hefe gezeigt haben, daB die Wirkung der verschiedenen Hem- 
mungsstofie der hier besprochenen Art ungleichartig zu sein 
scheint. Wihrend z. B. die Hemmung der Saccharasewirkung 
durch Fructose auf eine chemische Affinitit zwischen Enzym 
und Fructose zuriickgefiihrt wurde, soll z. B. Glycerin und 
a-Methylglucosid nach Michaelis und Pechstein keine 
Affinitit zur Saccharase besitzen; sie sollen die Zerfalls- 
geschwindigkeit der Saccharase-Rohrzuckerverbindung herab- 
setzen. 

Nach den zitierten Autoren soll nimlich eine Affinitat 
zwischen Knzym und Hemmungsstoff nur dann bestehen, wenn 
bei Anderung der Konzentrationen yon Substrat und Hem- 
mungskérper ein konstanter Wert fiir die Dissoziationskon- 
stante (K,,’) der Verbindung zwischen Enzym und Hemmungs- 
stoff nach der Formel 

K! H+ ky, 


S + Kn) = vm 1] 


berechnet werden kann. In der Formel bedeutet // die Konzen- 
tration des Hemmungsstofies, AK, die Dissoziationskonstante 
der Enzym-Substratverbindung, S die Konzentration des Sub- 
strates, v, bzw. v die Reaktionsgeschwindigkeiten ohne und 
mit Hemmungsstoff. 

Weiter soll bei Existenz einer Affinitat zwischen Knzym 
und Hemmungsstoff nach den zitierten Autoren der Hemmungs- 


koeftizient 


bei dieser Art von Hemmung abhiingig von der Substratkonzen- 
tration sein, wenn // konstant gehalten wird. 

Ein neues Kriterium fiir die Existenz einer Aftuitiit 
zwischen Enzym und Hemmungsstoff im Sinne von Michaelis 
hat K. Josephson angegeben: 

Das Substrat wird variiert. Aus Versuchen mit verschie- 
denen Substraten, deren Affinitiiten zu dem gemeinsamen Enzym 
verschieden sind, werden aus Hemmungsversuchen die Affini- 
titskonstanten nach der Formel von Michaelis berechnet; 
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bei der Existenz einer Affinitit zwischen Enzym und Substrat 
von der angegebenen Art muB eine wirkliche Affinitits- 
konstante fiir die Hemmungsstoff-Enzymverbindung berechnet 
werden kénnen, welche unabhingig von der Afiinitiit des an- 
gewandten Substrats zum Enzym sein mui. Kin Beispiel 
bieten die Untersuchungen von K. Josephson iiber die Hem- 
mung der Saccharase- und Raffinasewirkung des Hefe-Invertins 
durch verschiedene Zuckerarten’), sowie die Hemmung der ver- 
schiedenen £-Glucosidspaltungen durch die f-Glucosidase des 
Mandelemulsins bei Zusatz von einfachen Zuckerarten.’) 

In dem Falle, da& die durch eine gewisse Menge des 
hemmenden Stoffes verursachte relative Herabsetzung der Re- 
aktionsgeschwindigkeit bei Anderung der Konzentration des 
Substrates keine Anderung erleidet oder mit anderen Worten, 


1 ” . as U—-v . 
daB der erwihnte Hemmungskoeffizient h = hs sich bei 





Variation der Substratkonzentration unter im iibrigen kon- 
stanten Reaktionsbedingungen nicht andert, soll nach Michaelis 
und seinen Mitarbeitern die Hemmung lediglich auf einer Ande- 
rung der Zerfalisgeschwindigkeit der Enzym-Substratverbindung 
beruhen. In diesem Falle hat man gesagt, daB keine Affi- 
nitit zwischen dem Enzym und dem Hemmungsstoff besteht. 

Es diirfte aber nicht zulassig sein, solchermafen zu schlieBen, 
daB ein im Reaktionsgemisch anwesender Stofi, der die Re- 
aktionsgeschwindigkeit indert, ohne daB die prozentische Hem- 
mung mit der Konzentration des Substrates variiert, keine 
Affinitiit zum Enzym besitzt. Wenn z. B. bei Gegenwart von 
2°/ a@-Methylglucosid bei der Spaltung des Rohrzuckers durch 
Hefesaccharase die Reaktionsgeschwindigkeit der Inversion aut 
etwa den zehnten Teil herabgesetzt ist, so kénnen wir unserer 
Meinung nach diese unzweifelhaft spezifische Wirkung des 
«-Glucosids kaum in anderer Weise erklaren, als daf das 
a-Methylglucosid eine Affinitait zu der Hefesaccharase oder zu 


') K. Josephson, Dritte Mitteilung iiber die Affinititsverhiiltnisse 
der Saecharase, Diese Zs. Bd. 136, S. 62 (1924). 

*) K. Josephson, Enzymatische Spaltung von Glucosiden, Diese 
Zs. Bd. 147, 8. 1 (1925). 
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der Saccharase - Rohrzuckerverbindung besitzt. Bei der An- 
lagerung des @-Methylglucosids wird also die Reaktionsfihig- 
keit der Saccharase-Rohrzuckerverbindung herabgesetzt. 

Von erheblichem Interesse und fiir die richtige Beurteilung 
der vorliegenden Frage wichtig ist weiter nach unserer Ansicht 
die von K. Josephson in der fiinften Mitteilung aus diesem 
Laboratorium tiber die Affinitaitsverhaltnisse der Saccharase?) 
mitgeteilte Feststellung, daB bei der Spaltung der Raffinose 
die Hemmung durch das e-Methylglucosid weit geringer als 
hei der Spaltung des Rohrzuckers ist. ,,Diese sehr groBe Ver- 
schiedenheit bei der Spaltung der verschiedenen Substrate 
deutet auf eine wesentlich andere Wirkung des «-Methyl- 
elucosids auf die Rohrzucker-Saccharaseverbindung, als auf 
die Raffinose - Saccharase-(Raffinase) Verbindung. Wir haben 
friher gesehen, daB die Hemmung der Raffinasewirkung durch 
Fructose und Glucose die Berechnung der Affinititskonstanten 
der Fructose- und Glucose-Raffinaseverbindung erméglicht und 
daB die so berechneten Werte mit den aus der Hemmung der 
Rohrzuckerspaltung in entsprechender Weise berechneten Kon- 
stanten iibereinstimmen.”) Die Hemmung der beiden Reak- 


tionen — die Spaltung des Rohrzuckers und die Spaltung der 
Raffinose — durch «- Methylglucosid deutet aber darauf hin, 


daB entweder die beiden Knzyme Saccharase und Raffinase 
nicht identisch sind, oder da’ die beiden Substraten in un- 
gleicher Weise an das Enzym gebunden sind. In Anbetracht 
der vielen T'atsachen, welche fiir die Identitiit der beiden En- 
zyme sprechen, miissen wir also annehmen, daf die verschie- 
dene Wirkung des «-Methylglucosids auf die beiden Zucker- 
spaltungen durch die letztere der oben angegebenen Annahmen 
erklart werden kann. Wenn nur der Fructoserest die Bin- 
dung vermitteln wiirde, wiren aber diese Verhaltnisse schwer 
zu erkliren. Vielleicht liegt aber die Erklirung in der ver- 
schiedenen Bindung der beiden Substrate an das Enzym.“ 


1) K. Josephson, Uber die Spezifitiit der Saccharase- und Raffi- 
nasewirkung, Diese Zs. Bd. 149, S. 71 (1925). 

*) Dritte Mitteilung iiber die Affinitaitsverhiltnisse der Saccharase, 
Diese Zs. Bd. 186, S. 62 (1924). 
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DaB die Wirkung eines Stoffes wie a-Methylglucosid nicht 
etwa auf eine Anderung der Natur des Liésungsmittels zuriick- 
gefiihrt werden kann, geht iibrigens auch daraus hervor, dab 
andere Enzymwirkungen nicht in dem hohen Grade wie die 
Saccharase durch das erwahnte Glucosid beeinfluBt wird. So 
hat K. Josephson gezeigt, daB die 8-Glucosidase des Emulsins 
von «-Methylglucosid sehr wenig beeinfluBt wird. 

Die Wirkung des e-Methylglucosids auf die enzy- 
matische Spaltung des Rohrzuckers ist also spezi- 
fisch und durch die Annahme einer Affinitit irgend- 
einer Art zwischen Saccharase und e-Methylglucosid 
zu erkliren. 

Es ist naheliegend, anzunehmen, daB die unzweifelhaft 
spezitische Wirkung des «-Methylglucosids auf die Saccharase 
in Zusammenhang mit der iibereinstimmenden Konstitution 
des Glucosids mit der Konstitution des im Rohrzucker «-gluco- 
sidisch mit dem Fructoserest verketteten Glucose steht. Die 
Tatsache, daB die Wirkung des «-Methylglucosids bei Ande- 
rung der Konzentration des Rohrzuckers nicht verindert wird, 
spricht nicht gegen die Existenz einer Affinitit zwischen dem 
Knzym und dem Glucosid. Wir méchten auch in diesem Zu- 
sammenhang betonen, daB eine Affinitit in dem von Michaelis 
und von Kuhn angewandten engeren Sinne vorliegen kénnte. 
Die Unabhingigkeit von der Konzentration des Substrates in 
den untersuchten Konzentrationsgebieten kénnte ja durch Super- 
position von verschiedenen Wirkungen vorgetiiuscht sein. 

Wie aus dem oben Gesagten hervorgeht, scheint uns die 
in der Literatur vorkommende LHinteilung der Hemmungs- 
erscheinungen in solche, welche durch ,,Affinitét zustande- 
kommen und solche, welche in einer Anderung der Zerfalls- 
geschwindigkeit des Enzymsubstrats bestehen, nicht geniigend 
begriindet. Auch die letzteren diirften sehr oft durch eine 
Affinitiit zwischen Enzym und Hemmungsstofi ganz oder teil- 
weise verursacht sein, obwohl diese Affinitit von solcher Art 
sein kann, daB sie nicht durch die von L. Michaelis und 
M. Menten abgeleitete Formel berechenbar ist. 

Man vergleiche hierzu die in der fiinften Mitteilung tiber 
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die Affinitaitsverhalinisse der Saccharase gegebene Kinteilung 
der Hemmungserscheinungen von der hier besprochenen Art: 

,l. Hemmung wegen Konkurrenz zwischen Substrat und 
hemmenden Stoff um das Enzym, wegen der Anwesenheit von 
Affinitiitskriften zwischen Enzym und hemmendem Stoff von 
ihnlicher Art, wie die zwischen Enzym und Substrat 
(,,Hemmung erster Art“; Anderung der Konzentration der 
R. v. M. 1). 

2. Hemmung wegen Anderang der Stabilitit der reaktions- 
fihigen Enzym - Substratverbindungen (Anderung der Zerfalls- 
eeschwindigkeit des Enzymsubstrates), sei es wegen ,,Anderung 
der Natur des Lésungsmittels“ oder wegen der Existenz einer 
Affinitit zwischen Enzym und hemmendem Stoff, welche von 
anderer Art wie die Affinitiit zwischen Enzym und Substrat 
ist, also durch andere Atomgruppen des Enzyms, als die spezi- 
fischen substratbindenden Gruppen vermittelt (, Hemmung zweiter 
Art“, Anderung der Konzentration der R. v. M. II). 

Der letztere Satz erfihrt eine gewisse Kinschrinkung durch 
die unten besprochene Theorie iiber das Zustandekommen der 
verschiedenen Hemmungen der Saccharasewirkung durch ein- 
fache Zucker und Glucoside, indem nach dieser Theorie eine 
Hemmung zweiter Art auch durch Bindung des Hemmungs- 
stoffes zu einer Affinitiitsgruppe des Enzyms, welche einen Teil 
des Substrates bei der Spaltung bindet, zustandekommen kann. 

Wenden wir uns jetzt der Frage iiber die Hemmung und 
die Affinitit der Saccharase zu den verschiedenen Formen der 
Glucose und der Fructose zu. 

In der ersten Mitteilung iiber die Affinititsverhiiltnisse 
der Saccharase!) konnten wir gegeniiber den Angaben von 
R. Kuhn?) den Nachweis lefern, daB Kulturhefensaccharase 
durch die frisch geléste Form des Traubenzuckers in seiner 
Wirkung gehemmt werden kann. Es wurde gezeigt, daB der 
von Kuhn angegebenen Tabelle iiber die allgemeine Verschie- 
denheit der Verhiltnisse bei Hefesaccharase und Takasaccharase 


_—_ 





— 


1) H.v. Euler u. J. Josephson, Diese Zs. Bd. 132, S. 301 (1924). 
*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S.57 (1923); Die Naturwissen- 
schaften Bd. 11, S. 732 (1928). 
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Hefesaccharase Takasaccharase 


a-Glucose hemmt nicht hemmt stark 
8-Glucose hemmt hemmt nicht 
Fructose = i - 


allgemeine Giiltigkeit nicht zukommen kann. DaB eine solche 
allgemeine Entscheidung zwischen den Saccharasen verschie- 
denen Ursprungs sich nicht aufrecht erhalten laBt, wurde dann 
von H. H. Schlubach und G. Rauchalles!}) bestitigt, indem 
sie zeigen konnten, da ein Takasaccharase-Priparat so wie 
Hefesaccharase das h-Methylfructosid von Ch. Menzies zu 
spalten vermag. In der neuerdings erschienenen Mitteilung 
iiber Gluco- und Fructosaccharase teilen auch R. Kuhn und 
H. Miinch?) mit, daB nach Versuchen von Frl. M. Rohdewald 
Saccharasepriiparate aus Aspergillus oryzae entgegen den friiheren 
Angaben Fructosaccharase im Sinne von R. Kuhn enthalten 
kénnen. 

In der dritten Mitteilung iiber die Affinitiitsverhiltnisse 
der Saccharase hat K. Josephson?) die Verhiltnisse hinsicht- 
lich Hemmung durch Glucose und Fructose bei der enzy- 
matischen Raffinosespaltung zu untersuchen begonnen. Wie 
die Spaltung des Rohrzuckers bei Anwendung von H-Hefe- 
saccharase bei Zusatz von sowohl @-Glucose und f-Glucose 
wie Fructose gehemmt wird, so wird auch die Spaltung der 
Raffinose von den 3 Zuckern gehemmt. Es ergab sich, dai 
die Hemmung der Raffinosespaltung stirker als die Hemmung 
der Rohrzuckerspaltung war, und zwar lieBen sich aus den 
Affinitaten zu Rohrzucker und zu Raffinose unter der An- 
nahme, daB die Hemmung der einfachen Zucker auf ,,Affinitit* 
in der von Michaelis und von Kuhn angewandten engeren 
Bedeutung beruhte, die Affinitéten zu sowohl verschiedenen 
Formen der Glucose wie der Gleichgewichtsform der Fructose 
berechnen. Innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler bei den 


') H. H. Sechlubach u. G. Rauchalles, Chem. Ber. Bd.58, 8.1842 
(1925) 


*) R. Kuhn u. H. Miinch, Diese Zs. Bd. 163, 8.1, und zwar 8. 17 
(1927). 
*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 136, 8. 62 (1924). 
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Affinititsmessungen erwiesen sich die Afftinitiitswerte als kon- 
stant. Sie waren unabhingig davon, ob das Substrat Rohr- 
zgucker oder Raffinose war, trotzdem die Affinitiitskonstante der 
Saccharase-Raffinoseverbindung rund 15 mal kleiner war als 
die der Saccharase-Saccharoseverbindung. 

Wir kénnen also R. Kuhn und H. Miinch nicht bei- 
stimmen, wenn sie in ihrer neuerdings erschienenen zweiten 
Mitteilung tiber Gluco- und Fructosaccharase schreiben, daB 
,der Nachweis einer Affinitiit des Invertins aus Unterhefe H 
zur ¢-Glucose noch aussteht“ oder: ,,Affinitat zwischen Hefe- 
saccharase und «-Glucose ist noch in keinem Falle nach- 
gewiesen worden, obwohl in den 10 Mitteilungen ,Uber die 
Affinitaétsverhiltnisse der Saccharase, durch die in der Zwischen- 
zeit H.v. Kuler und K. Josephson unsere Kenntnisse auf 
diesem Gebiete vielseitig und weitgehend geférdert haben, sehr 
oft von Affinitaét zu a«-Glucose die Rede ist“. Wir haben also 
friiher die Hemmung der Saccharasewirkung durch «-Glucose 
auf eine Affinitat zu der Saccharase zuriickgefiihrt und wir 
sehen uns durch die EKinwinde von den zitierten Forschern 
nicht veranlaBt, eine Anderung hierin yorzunehmen, Vielmehr 
fihren wir nach dem oben Gesagten die Hemmung durch 
beispielsweise «-Glucose auf eine Affinitit zwischen Enzym 
und «-Glucose zuriick, auch in den Fillen, wo die Affinitit 
sicher nicht durch die von L. Michaelis und M. Menten ent- 
wickelte Formel berechnet werden kann. 

Es scheint uns bemerkenswert, da in der zitierten Mit- 
teilung von R. Kuhn und H. Miinch kein einziges Saccharase- 
priparat beschrieben worden ist, welches durch Zusatz von 
c-Glucose nicht gehemmt wird, trotzdem da die Untersuchung 
nicht weniger als 11 verschiedene Saccharasepriiparate umfaBt.") 
Ks scheint also die von uns aufgedeckte Hemmbarkeit der 


1) DaB R. Kuhn u. H. Miinch bei der Vorbehandlung der Hefe 
mit Zucker keine Anderung der Affinitit (Hemmung) der «-Glucose ge- 
funden haben, 1iBt sich dadurch erkliren, da sie in dem einzigen Falle, 
wo sie eine gréBere Saccharaseanreicherung erzielt haben, von einer 
Hefe ausgegangen sind, welche schon vor der Vorbehandlung starke 
Hemmung durch die «-Glucose ergab. 
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Saccharase aus Kulturhefen durch @-Glucose viel allgemeiner 
zu sein, als die von R. Kuhn in seiner ersten Mitteilung iiber 
Hefe- und Takasaccharase mitgeteilten Nichthemmbarkeit der 
Hefesaccharasewirkung durch «-Glucose. Hs verdient vielleicht 
noch hervorgehoben zu werden, daB wir bei unseren eigenen 
Untersuchungen noch keine Hefesaccharase angetroffen haben, 
welche bei Zusatz von e@-Glucose nicht gehemmt wird. 

R. Kuhn und H. Miinch schreiben 8. 9 in der zitierten 
Mitteilung: ,,Bei keiner der untersuchten Saccharasen, die alle 
durch e@-Glucose stark gehemmt wurden, fanden wir einen, die 
Versuchsfehler iiberschreitenden Einflu8 dieses Zuckers auf X. 
8-Glucose und Fructose zeigten anderen Hemmungsmecha- 
nismus und stimmten auch quantitativ weitgehend iiberein. Sie 
erhéhten in 0,02 m-Lésung A, um durchschnittlich 100°/,. Der 
Vergleich von «- und §-Glucose ergibt, daB zwischen beiden 
Kormen des Traubenzuckers nicht nur Unterschiede des Hem- 
mungsvermégens auftreten'), daB vielmehr auch bei annihernd 
gleichem Hemmungsvermégen beider Formen der Mechanismus 
des Hemmungsvorgangs grundsiitzlich verschieden sein kann. 
Dieser Unterschied ist erstmals von Y. Hattori’) beobachtet 
worden, dessen Versuche in unserer Arbeit eine umfassende 
Bestitigung finden.“ 

Worin diese umfassende Bestitigung der von Hattori 
gemachten Beobachtungen besteht, ist uns schwer einzusehen. 
Y. Hattori findet, ,da @-Glucose die Wirkung der Hefe- 
invertase nicht hemmt, wihrend man die Hemmung durch 
3-Glucose deutlich aus den tibrigen Versuchen derselben Tabelle 
ersehen kann. Bei den Versuchen wurde die Konzentration 
der #-Glucose immer konstant gehalten (0,3 n) und die Saccha- 
rose zwischen 0,1 und 0,3n. variiert. Wenn man die Ge- 
schwindigkeit der Inversion bei Abwesenheit der Glucose mit /, 
und bei Anwesenheit der Glucose mit /, bezeichnet und das 
Verhiltnis /: 7, in der 8. Spalte notiert, so sieht man, dab 
das Verhiltnis bei variierter Saccharosemenge unter konstanter 
Haltung der Glucosemenge immer konstant bleibt. Die Hem- 


1) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (1928). 
?) Y. Hattori, Jl. Biochemistry (Tokyo) Bd. 5, S. 39 (1925). 
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mung ist also von der Konzentration des hemmenden Stoffes 
abhiingig und entspricht dem Glycerintypus der Hemmung nach 
der Benennung von Michaelis.“ Bei der Berechnung des 
Verhiiltnisses A’: A, unter Anwendung der Michaelisschen 
Formel findet auch Hattori, daB die berechneten Werte 
keineswegs unabhingig von der Konzentration sind, sondern 
ziemlich stark divergieren. ,,Dies deutet darauf hin, daB die 
Hemmung nicht fiir die der Fructose in Rohrzuckerspaltung 
spricht, sondern dem Glycerintypus zugehdért.“ 

Wir stellen unten die neuen Ergebnisse von R. Kuhn 
und H. Miinch tiber die Hemmung der Hefesaccharase (11 Pri- 
parate) durch die verschiedenen mutameren Formen der Glu- 
cose zum Vergleich mit den in der zitierten Arbeit von Hat- 
tori mitgeteilten Beobachtungen zusammen. 








Hemmung der Autoren 
Hefesaccharase- 


wirkung durch R. Kubn u. H. Minch Y. Hattori 











Bei allen untersuchten 
Saccharasen starke Hem- | 
mung unabhiingig von der | 

Substratkonzentration 


a-Glucose Keine Hemmung 


Hemmung vonderSubstrat-| Hemmung von der Sub- 
konzentration abhingig,| stratkonzentration unab- 
6-Glucose jalso Hemmung durch,,Af-| hingig, also Hemmung 
finitat nach der Nomen-| ohne ,,Affinitit’’ nach der 
klatur von Michaelis | Nomenklaturv.Michaelis 


Die in der letzten Mitteilung von R. Kuhn und H. Miinch 
mitgeteilten Befunde iiber die Hemmungserscheinungen bei Zu- 
satz von «- oder f-Glucose bei der Spaltung des Rohrzuckers 
durch Hefesaccharase kénnen wir also kaum als ,,eine um- 
fassende Bestiitigung“ der Versuche von Y. Hattori betrachten. 

Zu der Angabe von R. Kuhn und H. Miinch, daB die 
Hemmung durch @-Glucose von der Substratkonzentration ganz 
unabhangig ist, méchten wir weiter auf eine ArbeitvonJ. M. Nelson 
und R.S. Anderson!) hinweisen. Diese Forscher finden zwar, 


. ) J.M. Nelson u. R. S. Anderson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 69, 
8. 443 (1926); R. S. Anderson, Dissertation, Columbia University, New 
York (1925). 
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Saccharase aus Kulturhefen durch «-Glucose viel allgemeiner 
zu sein, als die von R. Kuhn in seiner ersten Mitteilung iiber 
Hefe- und Takasaccharase mitgeteilten Nichthemmbarkeit der 
Hefesaccharasewirkung durch e«-Glucose. Es verdient vielleicht 
noch hervorgehoben zu werden, daS wir bei unseren eigenen 
Untersuchungen noch keine Hefesaccharase angetroffen haben, 
welche bei Zusatz von e@-Glucose nicht gehemmt wird. 

R. Kuhn und H. Miinch schreiben 8.9 in der zitierten 
Mitteilung: ,,Bei keiner der untersuchten Saccharasen, die alle 
durch @-Glucose stark gehemmt wurden, fanden wir einen, dic 
Versuchsfehler iiberschreitenden Einfluf8 dieses Zuckers auf X.. 
3-Glucose und Fructose zeigten anderen Hemmungsmecha- 
nismus und stimmten auch quantitativ weitgehend iiberein. Sie 
erhéhten in 0,02 m-Lésung A, um durchschnittlich 100°/,. Der 
Vergleich von «- und #-Glucose ergibt, daB zwischen beiden 
Formen des Traubenzuckers nicht nur Unterschiede des Hem- 
mungsvermégens auftreten'), daB vielmehr auch bei annihernd 
gleichem Hemmungsvermégen beider Kormen der Mechanismus 
des Hemmungsvorgangs grundsiitzlich verschieden sein kann. 
Dieser Unterschied ist erstmals von Y. Hattori’) beobachtet 
worden, dessen Versuche in unserer Arbeit eine umfassende 
Bestitigung finden.“ 

Worin diese umfassende Bestiitigung der von Hattori 
gemachten Beobachtungen besteht, ist uns schwer einzusehen. 
Y. Hattori findet, ,daB @-Glucose die Wirkung der Hefe- 
invertase nicht hemmt, wiahrend man die Hemmung durch 
8-Glucose deutlich aus den iibrigen Versuchen derselben Tabelle 
ersehen kann. Bei den Versuchen wurde die Konzentration 
der #-Glucose immer konstant gehalten (0,3 n) und die Saccha- 
rose zwischen 0,1 und 0,3n. varilert. Wenn man die Ge- 
schwindigkeit der Inversion bei Abwesenheit der Glucose mit /, 
und bei Anwesenheit der Glucose mit /, bezeichnet und das 
Verhiltnis /:/, in der 8. Spalte notiert, so sieht man, dab 
das Verhiltnis bei variierter Saccharosemenge unter konstanter 
Haltung der Glucosemenge immer konstant bleibt. Die Hem- 





1) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (1923). 
*) Y. Hattori, Jl. Biochemistry (Tokyo) Bd. 5, S. 39 (1925). 
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mung ist also von der Konzentration des hemmenden Stoffes 
abhiingig und entspricht dem Glycerintypus der Hemmung nach 
der Benennung von Michaelis.“ Bei der Berechnung des 
Verhiltnisses A’: A, unter Anwendung der Michaelisschen 
Formel findet auch Hattori, daB die berechneten Werte 
keineswegs unabhingig von der Konzentration sind, sondern 
ziemlich stark divergieren. ,,Dies deutet darauf hin, da8 die 
Hemmung nicht fir die der Fructose in Rohrzuckerspaltung 
spricht, sondern dem Glycerintypus zugehért. 

Wir stellen unten die neuen Ergebnisse von R. Kuhn 
und H. Miinch tber die Hemmung der Hefesaccharase (11 Pri- 
parate) durch die verschiedenen mutameren Formen der Glu- 
cose zum Vergleich mit den in der zitierten Arbeit von Hat- 
tori mitgeteilten Beobachtungen zusammen. 








Hemmung der Autoren 


Hefesaccharase- 








wirkung durch R. Kubn u. H. Miinch © Y. Hattori 


AA. — ST — —— 





Bei allen untersuchten 


Saccharasen starke Hem- | oe 
a-Glucose mex Keine Hemmung 
mung unabhiingig von der | , 


Substratkonzentration 


Hemmung von der Substrat-_ Hemmung von der Sub- 
konzentration abhingig,| stratkonzentration unab- 
§-Glucose  {jalso Hemmung durch,,Af-| hingig, also Hemmung 
finitét‘’ nach der Nomen-| ohne ,,AffinititS nach der 
klatur von Michaelis | Nomenklatury. Michaelis 
Die in der letzten Mitteilung von R. Kuhn und H. Miinch 
mitgeteilten Befunde iiber die Hemmungserscheinungen bei Zu- 
satz von a- oder §-Glucose bei der Spaltung des Rohrzuckers 
durch Hefesaccharase kénnen wir also kaum als ,,eine um- 
fassende Bestiitigung“ der Versuche von Y. Hattori betrachten. 
Zu der Angabe von R. Kuhn und H. Miinch, daB die 
Hemmung durch «-Glucose von der Substratkonzentration ganz 
unabhiangigist, méchten wir weiter auf eine ArbeitvonJ. M. Nelson 
und R.S. Anderson!) hinweisen. Diese Forscher finden zwar, 


1) J. M. Nelson u. R. S. Anderson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 69, 
S. 443 (1926); R. S. Anderson, Dissertation, Columbia University, New 
York (1925). 

















304 Hans vy. Euler und Kar! Josephson, 


daB die Abhingigkeit der Hemmung von der Konzentration 
des Rohrzuckers im Falle der e@-Glucose geringer als im Falle 
der (-Glucose ist, eine deutliche Variation der Hemmung bei 
Variation der Rohrzuckerkonzentrationen ist aber auch bei der 
«-Glucose zu erkennen, wie man aus dem folgenden Auszug 
elner zusammenfassenden ‘l'abelle in der Arbeit von Nelson 
uud Anderson sieht. 





Retarded rates of hydrolysis, given as per 
cent of rates for corresponding sucrose 
solutions containing no added retardent 














Per cent sucrose present 2 | 5 10 | 20 
2 per cent «-glucose 83,3 85,3 | 898 | 
Be oe Fa 70,6 749 . 19,5 | 81,0 
“ae mo _ a na 
8 55,5 59,7 | 63,9 67,7 


Bei der «-Glucose ist also bei diesen Versuchen wahr- 
scheinlich mit der Superposition von zwei verschiedenartigen 
Hemmungserscheinungen zu rechnen. 


If. Schlu&folgerungen aus den Hemmungsversuchen. 


Was nun die SchluBfolgerungen aus den Versuchen iiber 
Hemmung der Saccharasewirkung durch die verschiedenen 
Formen der G.iccose und durch die Gleichgewichtsform der 
Fructose betreffen, so wollen wir nunmebr keine bestimmteren 
Riickschliisse auf die Affinitiit der Saccharase zu den in den 
Rohrzucker eingehenden glucosidisch gebundenen y-Fructose- 
und «-Glucosekomponenten aus den Ergebnissen der Versuche 
mit freier Gleichgewichtsfructose oder freier ¢-Glucose ziehen. 
Die Lage der Sauerstoffbriicke im Fructoserest sowie die Glu- 
cosidbildung bei der Vereinigung der Monosen zum Disaccharid 
mu8 sicher eine entscheidende Rolle spielen. 

Wenn auch die Saccharase zu der Gleichgewichtsform der 
Fructose eine Affinitiit im Sinne von L. Michaelis und R. Kuhn 
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unzweifelhaft besitzt, so ist diese wahrscheinlich von der Affinitit 
der Saccharase zum y-Fructoserest zahlenmiBig verschieden.?) 

Von nicht geringem Einflu8 scheint auch die Glucosidi- 
fizierung der Monosen zu sein. Haben wir doch gesehen, dab 
das Verhalten von @-Glucose und von «-Methylglucosid zu der 
Saccharase von groBer quantitativer Verschiedenheit ist. Das 
bemerkenswerteste ist nun in diesem Zusammenhang, daB die 
freie ¢-Glucose mit einer reaktionsfaihigen freien glucosidischen 
Gruppe (welche nach den Erfahrungen der letzten Zeit unter 
anderem mit Aminogruppen des Enzyms reagieren kénnte) im 
Verhaltnis zu dem im allgemeinen viel weniger reaktionstihigen 
a-Methylglucosid ziemlich geringe Wirkung auf die Saccharase 
hat und nach den Adlteren Befunden von R. Kuhn und denen 
von Y. Hattori in gewissen Fallen sogar ausbleiben kann. 
Das «-Methylglucosid, welches in konstitutioneller und koun- 
figurativer Hinsicht unzweifelhaft mit dem Glucosid-Teil des 
Rohrzuckers groBe Ahnlichkeiten besitzt, hat nun tatsiichlich 
eine im Verhiltnis zu anderen untersuchten Glucosiden und 
freien Zuckern ungewohnlich groBe Wirkung auf das _rohr- 
zuckerspaltende Enzym der Hefe und zwar wurde die Wirkung 
bei der Spaltung des Rohrzuckers gréBer, als bei der Spaltung 
der Raftinose gefunden, obwohl die gemessene Affinitat des 
Enzyms zu Rohrzucker gréBer als die Affinitait zu Raffinose 
war. Der experimentelle Befund, daB die Hemmung durch das 
besprochene Glucosid von der Konzentration des Rohrzuckers 
wenigstens innerhalb gewisser Konzentrationsgebiete unabhangig 
ist, schlieBt nach unseren Ausfiihrungen keineswegs die Még- 
lichkeit aus, daBdie von Kuhn als Fructosaccharasen bezeichneten 
rohrzuckerspaltenden Enzyme eine gewisse Affinitiit zum «-Me- 
thylglucosid und zum «-Glucosidorest des Rohrzuckers besitzen. 
,UVie Bahn zu einer erneuten Diskussion iiber die Wirkungsweise 
des Knzyms“, welche R. Kuhn und H. Miinch nach der Er- 
kenntnis, ..daB die vielfach auftretende «-Glucosehemmung mit 
den Beziehungen der Saccharase zur Saccharose nichts zu tun 





1) Die friihere Berechnung der Michaelisschen Konstanten A,, aus 
Ky, und Ky, kann demgemi8 nicht aufrecht erhalten werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXYVI. 20 
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hat“, freilegen, kann also die von uns in der Diskussion ein- 
gefihrte Hemmung durch «-Methylglucosid nicht umgehen. 

Schon in der ersten Mitteilung iiber die ,,Zwei-Affinitiits- 
Theorie“ der Saccharase hatte H. v. Euler?) hinsichtlich der 
verschiedenen Spezifitat der zwei angenommenen Affinitiits- 
gruppen der Saccharase das Folgende hervorgehoben: 

yochon aus den jetzt vorliegenden Tatsachen ist es un- 
verkennbar, daB die beiden Affinitiiten der Saccharase, die wir 
oben mit 1 (Fructose) und 2 bezeichnet haben, nicht nur nicht 
den gleichen Zahlenwert besitzen (dies kénnte als eine Zufillig- 
keit betrachtet werden), sondern auch ihrer Natur nach nicht 
gleichwertig sind. Wir wollen die beiden in diesen und analogen 
Fallen als spezifische und Gruppenaffinitat unterscheiden.“ 

»Die scharfe Abgrenzung dieser Spezifititen scheint mir 
eine wesentliche experimentelle Aufgabe der Enzymchemie“. 
Versuche zu einer solchen Abgrenzung der beiden Affinitiits- 
gruppen wurde von Kk. Josephson?) in der fiinften Mitteilung 
iiber die Affinititsverhaltnisse der Saccharase begonnen und 
zwar durch Hemmungsversuche mit gleichzeitig zwei hem- 
menden Stoffen (Fructose oder Glucose + der zweite Hemmungs- 
stoff). Diese Versuche wurden dann in einer folgenden Arbeit?) 
fortgesetzt und die Annahme der verschiedenen Spezifitit der 
zwei Affinitatsstellen bestitigt. .,Die viel geringere Spezifitit 
der glucosebindenden Affinitatsstelle der Saccharase im Ver- 
haltnis zu der groBen Spezifitit der fructosebindenden Knzym- 
gruppe bestitigt sich. Die Spezifitat der fructosebindenden 
Gruppe ist also stark ausgepriigt, wahrscheinlich laBt sie jedoch 
die Bindung verschiedener Fructoseformen zu.“ Dieser letztere 
SchluB wurde aus der beobachteten Hemmung durch Gleich- 
gewichtsfructose gezogen. 

Euler hatte in seiner oben zitierten Mitteilung hinsicht- 
lich der Spezifitit der Affinititsgruppen weiter folgendes be- 
tont: ,,Die Affinitit 1 kénnen wir bis jetzt durch keine andere 
Gruppe absiittigen, als die durch die in der Fructose enthaltene; 


1) H. v. Euler, Diese Zs. Bd 143, S. 79 (1924/25). 
*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 149, S. 71 (1925). 
’) H. v. Euler und K. Josephson, Diese Zs. Bd. 152, S. 31 (1926). 
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damit ist schon ausgedriickt, daB Fructosederivate, die diesen 
Rest unveriindert enthalten, ebenfalls diese spezifische Affinitat 
zeigen werden, konstitutiv etwa so beeinfluBt, wie die elektro- 
lytische Dissoziationskonstante einer Siure durch Substitution 
usw. konstitutionschemisch beeinfluBt wird.‘ 

Vie Spezifitat der Affinitit 2 ist offenbar viel geringer. 
Ks geht dies vor allem aus den Hemmungsversuchen hervor, 
welche ja, seit ihrer EKinfihrung, iiberhaupt sehr wesentliche 
Aufklirungen in kinetischer Hinsicht gebracht haben. Die 
meisten der hemmenden Zuckerarten diirften an der Affinitits- 
stelle 2 gebunden werden und somit — wenn Rohrzucker vor- 
handen ist — den Ubergang von Molekiilart Saccharose—Fruc- 
tose in Saccharose—Rohrzucker hindern. Vergleichende Hem- 
mungsversuche mit je einem Paar von Zuckerarten diirften 
hiertitber Aufschliisse geben. Die Afiinitat der Affinititsstelle 2 
diirfte aber noch viel umfassender sein und die Bindung meb- 
barer Betriige von aliphatischen Alkoholen iiberhaupt ermég- 
lichen, wobei natiirlich sowohl der Affinititsbetrag selbst von 
Fall zu Fall stark varieren kann, als auch die Spaltungs- 
geschwindigkeit bzw. Reaktionsgeschwindigkeit des ganzen Kom- 


plexes 


Fructose—Alkoholrest 
| | 


| Saccharase | i 
Unsere friiheren Darstellungen der Affinititsverhaltnisse 
zwischen Rohrzucker und Saccharase lassen nun die Tatsache 
unerklart, daB die Hemmung der Saccharasewirkung durch 
é-Methylglucosid (unter Umstiinden auch, wie Kuhn hervorhebt, 
durch «-Glucose) von der Substratkonzentration unabhingig ist. 
Auf Grund dieser ‘l'atsache unsere Vorstellung von zwei 
Affinititsstellen der Saccharase und des Rohrzuckers aufzugeben, 
scheint uns aber im Gegensatz zu Kuhn nicht notwendig und 
nicht zweckmifBig; wohl aber war diese Tatsache die niachste 
Veranlassung zu einer Moditikation unserer friiheren Darstellung, 
welche wir nun folgendermaBen priizisieren wollen: 
Nach unserer Auffassung kann die Verschiedenheit der 
Natur und Spezifitat der zwei Affinititsstellen auch gerade 
20* 
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iuBerlich dadurch zum Ausdruck kommen, daB ein Hemmungsstoff, 
der an die spezifische Aftinitaétsstelle 1 gebunden ist, in seiner 
Hemmung von der Konzentration des Substrates abhangig ist, 
und sich nach der Formel von Michaelis und Menten fiir 
Affinitiitsmessungen verwerten laBt, wiihrend der Bindungsgrad 
eines an der Affinititsstelle 2 haftenden Stoffes sich mit der 
Substratkonzentration nicht zu andern braucht. 

Wir gehen von der Annahme aus, daB die enzymatische 
Rohrzuckerspaltung durch eine Fructo-Saccharase dadurch ein- 
geleitet wird, daB sich ein Komplex von folgender Art bildet: 


Fructose-—Glucose 
I | mate 
| Saccharase 





Diese Molekiilart wird als ,,reaktionsvermittelnde Molekiile 
erster Ordnung“ bezeichnet. Wir behalten die Annahme bei, 
daB die Vereinigung des Fructoserestes des Rohrzuckers mit 
der Saccharase mit unmeBbar groBer Geschwindigkeit verlaiuft 
und legen der meBbaren Affinitiitskonstante Ky das Gleichgewicht 


zugrunde: 
Fructose—Glucose Fructose-Glucose 


——> | 
— | 








Saccharase | Saccharase 


Der KomplexI geht dann in den Komplex II iiber, welchen 
wir als ,reaktionsvermittelnde Molekiile zweiter Ordnung“ be- 
zeichnen. 

Fructose-Glucose Fructose-Glucose 
i cuneriecedieiogese I i ae Hee 


| Saccharase | | Saeccharase ! 
i 





Hinsichtlich dieses Uberganges ist folgendes zu sagen: 

Wir nehmen an, daB die ,,reaktionsvermittelnden Molekiile 
zweiter Ordnung“ so instabil sind, also so schnell gespalten 
werden, daB das den Affinititsverhaltnissen entsprechende 
Gleichgewicht I = II nicht erreicht wird. DemgemiB nehmen 
wir in den Reaktionslésungen nur eine sehr kleine Konzen- 
tration der ,,reaktionsvermittelnden Molekiile zweiter Ordnung“ 
an. Damit soll jedoch nicht behauptet werden, daB die Hiufig- 
keit des Kintrittes einer Bindung II mit der Haufigkeit der zur 
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Rohrzuckerspaltung fiihrenden ,,erfolgreichen ZusammenstéBe“ 
zusammenfallt. 

Wird ein hemmender Stoff, etwa «-Methylglucosid, an die 
Affinitatsstelle 2 angelagert, so liegt die Annahme nahe, daB 
die Konzentration der Molekiilart | geaindert wird, wodurch 
— bei im itibrigen gleichbleibenden Versuchsbedingungen — 
die Wahrscheinlichkeit der zur Molekiilart IT und zum Rohr- 
zuckerzerfall fiihrenden ReaktionsstéBe abnimmt. Wir méchten 
gegentiber Kuhn betonen, daB die Hemmung, welche bereits 
durch kleine Konzentrationen von «-Methylglucosid eintritt, 
kaum anders gedeutet werden kann, als daB an einem reaktions- 
vermittelnden Molekil durch den hemmenden Stoff eine fir 
die Reaktion wichtige Stelle durch diesen Hemmungsstoff be- 
setzt wird. Wenn wir diese Besetzung auf die Affinitit zwischen 
Hemmungsstoff und Enzym zuriickfiihren, so liegt darin nur 
die Anwendung physikalisch-chemischer Grundsitze und der 
gebrauchlichen Nomenklatur. 

Die sehr wahrscheinlica groBe Ahnlichkeit oder Identitiit 
zwischen der im ¢-Methylglucosid und der im Rohrzucker vor- 
handenen Glucoseform gestattet dann den weiteren SchluB, daB 
auch zwischen dem Glucoseteil des Rohrzuckers und der das 
v¢-Methylglucosid bindenden Gruppe der Saccharase eine ent- 
sprechende Affinitit besteht. 

Wir kommen dann auf den Umstand, daB die Hemmung 
durch «-Methylglucosid entgegen der theoretisch zu erwartenden 
3eziehung von der Rohrzuckerkonzentration unabhiingig ist. 
Kine endgiiltige Aufklarung dieser eigentiimlichen Tatsache 
steht noch aus. Zwei Wege zum Verstiindnis dieser Hemmung 
scheinen uns méglich: 

Durch den Zusatz von a-Methylglucosid zum System 
Saccharase—Rohrzucker kénnte die Konzentration der Molekiil- 
art 1 deswegen praktisch ungeiindert bleiben, weil die Ge- 
schwindigkeit, mit welcher die Bindung an die Affinititsstelle 2 
der Saccharase sich vollzieht, gering ist, vielleicht wegen voraus- 
gehender Umlagerung oder wegen der zur Bildung der Mole- 
kiile If zu iiberwindenden Spannung. 

Hine andere, unter gewissen Umstiinden nicht ganz aus- 
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geschlossene Deutung wire die, da8 die Bindung und Hemmung 
an den Affinititsstellen 1 und 2 sich bei wachsendem Rohrzucker- 
zusatz gerade kompensieren. 

Kuhns Ansicht, daB die reaktionsvermittelnden Knzym-— 
Rohrzuckermolekiile nur an einer Stelle verbunden sind, stellt, 
wie wir glauben, die Verhiltnisse nicht befriedigend dar. Sie 
vermag die folgenden Tatsachen noch nicht zu erkliren. 

1. Die vermutliche Verschiedenheit der «-Glucosidase der 
Hefe (Hefe—Maltase) und Gluco—Saccharase. 

2. Den Befund von J. Leibowitz und Mechlinski}), dab 
Priparate von Takasaccharase, welche Rohrzucker und Maltose 
spalten, nicht auf «-Methylglucosid einwirken., 

3. Das vermutliche Vorkommen einer Gluco—Lactase und 
einer ,,Galacto—Raffinase“ in Emulsin (EK. F. Armstrong, Neu- 
berg, Kuhn). 

Was im vorstehenden von der Hemmung durch @-Methyl- 
glucosid gesagt wurde, gilt in gewissem Grade auch yon 
a-Glucose. Die sehr verschiedene Hemmung durch «-Methyl- 
glucosid und e-Glucose wird man darauf zuriickfiihren kénnen, daB 
die freie «-Glucose zum groBen Teil eine andere Form (anderen 
Ring) besitzt als diejenige, welche dem Glucoserest im «-Methyl- 
slucosid und im Rohrzucker zukommt. Wird sich spiter 
der Bindungsgrad e-Methylglucosid—Saccharase und «-Glucose-— 
Saccharase berechnen lassen, so kénnte man vielleicht hieraus 
entnehmen, welcher Anteil der freien e@-Glucose die gleiche 
Ringbindung besitzt wie der Glucoserest des Alkylglucosids und 
des Rohrzuckers. 

Dem Umstand, da die in dem Rohrzucker vorhandenen 
Formen zum ganz geringen Teil in die freie Fructose und Glu- 
cose eingehen, ist es vermutlich zuzuschreiben, daB die enzy- 
matische Synthese des Rohrzuckers, welche im Pflanzenreich eine 
so wesentliche Rolle spielt, in vitro noch nicht gelungen ist. 

Schlie8lich wollen wir in diesem Zusammenhang noch die 
Méglichkeit betonen, daf das verschiedene Verhalten anderer 
Di- und Tri-Saccharide gegeniiber Enzympriparaten durch Un- 
sleichheiten der Lage der Sauerstoffbriicken bedingt sein kann. 





1) J. Leibowitz u. Mechlinsky, Diese Zs. Bd. 154, S. 64 (1926). 








oe an 














Uber Enzymspezifitit. 311 
III. Vergleich von Enzymhydrolyse und Saurehydrolyse 
des Rohrzuckers. 


Mit der Vorstellung als Ausgangspunkt, daB die kata- 
lytischen Wirkungen von sowohl Saiuren (Wasserstoffionen) als 
Enzymen erst nach der Vereinigung von Katalysator und Sub- 
strat zustande kommen, hat der eine von uns’) durch spezielle 
Annahmen iiber die Natur der reaktionsvermittelnden Molekiile 
und die verschiedenen Affinititskrafte zwischen Substrat und 
Katalysator eine Auffassung tiber die Konzentrationen dieser 
reaktionsvermittelnden Molekiile wenn diese Kon- 
zentrationen in anderer Weise zu berechnen sind — Anhalts- 
punkte iiber die spezifischen Reaktionsfahigkeiten der Kata- 
lysator—Substratverbindungen zu erhalten gesucht. 

Die alteren Berechnungen iiber dieses Thema kénnen wir 
jetzt unter Beriicksichtigung neuer Versuchsergebnisse erginzen. 

Zur Berechnung der Verhiiltnisse bei der enzymatischen 
Hydrolyse des Rohrzuckers gehen wir von dem folgenden Ver- 
such aus: 

Totalvolumen der Reaktionsmischung: 50 cem. 
Konzentration des Rohrzuckers 0,118 m. 
Enzymmenge: 0,03 mg Priparat mit /f = 320 (18°). 
Versuchstemperatur: 25,00 + 0,05°. 


oder — 





| Zahl der gesp. 
om Drehung Drehunge- | Te Zahl der gesp. | yy) pia thee 
(°) iinderung | Spaltung! Mol. Zucker pro Min. 
0 (2,68) - “ _ - 
0,5 2.65 (0,03) ne _ si 
10 2.09 0,59 16,7 0,00099 0,000099 
15 1,78 0,90 25, 0,00150 0,00010 
26) 1,52 1,16 32.8 0,00194 0,000097 
a — 0,86 3,54 160 0,00590 oe 

















Aus den Zahlen der letzten Spalte der Tabelle berechnen 
wir also, das im Mittel durch 0,03 mg Enzympriaparat in den 
50 com 0,118 m Rohrzuckerlésung (p,, = 4,46) pro Minute rund 





*) Euler, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 3583 (1922); diese Zs. Bd. 143, 
S. 79 (1925) und zwar S. 85. 
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0,00010 Mol. Rohrzucker gespalten werden. 0,03 mg Priparat 
mit /f = 320 entsprechen 0,02 mg Priparat mit Jf = 500, 
welcher Wert als die Minimi-Inversionsgeschwindigkeit der reinen 
(von Verunreinigungen und inaktivem Enzym befreiten) Saccha- 
rase geschitzt wurde. Setzen wir das Molekulargewicht des 
Enzyms gleich 20000, welcher Wert durch Messen der Dit- 
fussionsgeschwindigkeit von gereinigten Saccharasepriiparaten 
gefunden wurde, so erhalten wir die molekulare Konzentration 
des Enzyms in der Reaktionsmischung beim obigen Versuch 


[LH] = SF: tO 2 = 0,02- 10-*.20/20000 = 2.1078, 


Setzen wir ferner die Dissoziationskonstante der Saccharase- 
Rohrzuckerverbindung gleich 0,02 (Affinitatskonstante Ay = 50) 
so erhalten wir die Konzentration der reaktionsvermittelnden 
Verbindung erster Ordnung 

- S - 0,118 
ee 0,118 + 0,02 

Der nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen 
berechnete Reaktionskoeffizient 4 = 1/t-log(a/a — x) betrug bei 
dem oben beschriebenen Versuch 83-1074 und das Verhiltnis 
k/X (die spezifische Reaktionsfahigkeit) berechnet sich also in 
diesem Falle zu 








= 1,7 -107°. 


———-- = §- 10° = 7rq . 


Zum Vergleich mit den obigen fiir die enzymatische Hy- 
drolyse des Rohrzuckers mit Sacharase aus Unterhefe H gel- 
tenden Verhiiltnissen fiihren wir die folgenden aus einer Arbeit 
von H. y. Euler und A. Olander!) gewonnenen Zahlen iiber 
die Inversion des Rohrzuckers durch verdiinnte Chlorwasser- 
stoffsiure an. 

Bei den Versuchen von Euler und Olander wurden 5 g 
reinste Saccharose in 200 ccm Salzsiurelésung aufgeliést; die 
Konzentration des Rohrzuckers entspricht einer 0,073 m-Lésung. 
Die Konzentration der Chlorwasserstofisiure sind durch die 
elektrometrisch gemessenen p,,-Werte charakterisiert. 


1!) Euler und A. Olander, Zs. anorg. u. alig. Chemie Bd. 156, 
S. 143 (1926). 
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Die Versuche bei 25° lassen sich in der folgenden Tabelle 
zusammenfassen. 














Pu 10’ kes 10*k,,:h 
1,51 962 3,11 
1.95 329,5 2,94 
2,92 31,7 8,13 








In dem vorliegenden p,,-Gebiet laBt sich 


r 


k= Bh=S*-rq= meorgeh 


setzen, wenn S* die Konzentration der Kationen des Rohr- 
zuckers und K, die Dissoziationskonstante des Rohrzuckers als 
Base ist. Ist ferner die Rohrzuckerkonzentration 8, so gilt 


St .oh = K,-8 F 
Somit 


: i: 7 a 
A, ‘—_ = h : K,, _ B-K,, 7 


Bei der Versuchstemperatur 25° ist nach der obigen Ta- 
belle B = 0,00306, weiter ist K, = 1,29-10~"4 und wir erhalten 
0,00306 » 1,29-10 '* _ 3,95-107" 


rg = 





Ki, 7 Ky 
Nimmt man fiir AK, den auch der GréBenordnung nach noch 
unsicheren Wert 107° an, so erhalt man rg = 4-10°%, Dies 


wire also die Zerfallsgeschwindigkeit der Rohrzuckerionen. 


IV. Uber die Affinitat der Darmpeptidase zu Glycylglycin 
und zu Glykokoll. 


Bei unseren Versuchen iiber die enzymatische Spaltung 
von Dipeptiden haben wir uns besonders mit der Frage 
beschaftigt, welche Eigenschaften eines spezifischen Substrates 
(Glycylglycin) in erster Linie die Bindung desselben an das 
Knzym und somit die Spaltbarkeit desselben bestimmen. Aus 
Versuchen iiber die Hemmung der Peptidasewirkung durch 
verschiedene Stoffe bekannter Konstitution und ferner durch 
Untersuchung der Angreifbarkeit von Derivaten des als Beispiel 
gewahltea Dipeptids suchten wir Anhaltspunkte zur Lésung 
unsres Problems zu gewinnen. Aus der Hemmung der Glycyl- 
glycinspaltung durch Glykokoll und durch Alanin bei wechselnder 
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Aziditit, sowie aus negativen Ergebnissen hinsichtlich des Hem. 
mungsvermégens gewisser Glykokollderivate und schlieBlich aus 
der Nichtspaltbarkeit solcher Derivate des Glycylglycins, welche 
keine freie Aminogruppe enthalten, konnte die folgende SchluB- 
folgerung gezogen werden: Die Bindung des Dipeptids (Gly- 
cylglycin) an der Peptidase aus Schweinsdarm wird wenigstens 
zum Teil durch die freie Aminogruppe des @-Aminosiurerestes 
des Dipeptids vermittelt.') 

Diese Anschauung erhielt eine weitere Stiitze durch den 
Nachweis, daB die Darmpeptidase durch spezifische Aldehyd- 
reagentien gehemmt wird, indem also wahrscheinlich gemacht 
wurde, daB die Aminogruppe des Dipeptids durch eine Car- 
honylgruppe im Knzym gebunden wird.?) 

Aus den interessanten Ergebnissen von E. Waldschmidt- 
Leitz, W. Grassmann und A. Schaffner’), welche unsere 
Befunde hinsichtlich der Bedeutung der freien Aminogruppe 
in den Dipeptiden bestatigen, scheint hervorzugehen, daB die 
Spezifitiit der Darmpeptidase verschieden von der der Hefe- 
peptidase ist. Die ungleiche Spezifitit erinnert also an die 
Verschiedenheiten bei den verschiedenen Saccharasen (Frucio- 
und Glucosaccharasen, Amino- und Carboxylpeptidasen). Je- 
doch fithren E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann wid 
A. Schiffner die Wirkung der beiden Peptidasen auf mehr 
als nur eine Haftstelle im Substrat zuriick, und die Anschauungen 
der erwihnten Forscher tiher die Bindung der Peptide an 
den Peptidasen entsprechen also unserer vielfach diskutierten 
Hypothese iiber die Existenz getrennter Affinitits- 
stellen in den Carbohydrasen, welche Affinititsstellen ver- 
schiedene Wirkungen und verschiedene Spezifitiit gegeniiber den 
verschiedenen Teilen des Substrates besitzen. 

Im AnschluB an die obigen Ausfiihrungen iiber die Af- 
finitiitsverhiltnisse der Sacharase kommen wir nun auf die 
Frage nach der Affinitit der Darmpeptidase zu Glycylglycin 


1) Euler und K. Josephson, Diese Zs. Bd. 157, 5, 122 (1926). 

2) K. Josephson und H. Euler, Diese Zs. Bd. 162, 8. 85 (1926). 

8) E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann und A.Schiffner, 
Chem. Ber. Bd, 60, S. 359 (1927). 
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und zu Glykokoll zuriick. Die Affinitét unsrer Peptidase zu 
Glycylglycin wurde friiher aus einer Versuchsreihe mit vari- 
ierenden Substratkonzentrationen eutsprechend Ay, = rund 15 
(A, = rund 0,07) geschitzt.') Bei einer anderen Versuchsreihe 
(zweite Mitteilung)*) haben wir die Hemmung durch Glykokoll 
bei der optimalen Aziditit der Peptidasewirkung unter Variation 
der Glycylglycinkonzentration untersucht. 

Die damals gefundenen Versuchsergebnisse teilen wir in 
den untenstehenden Tabellen nochmals mit. Unter den Ta- 
bellen wird das Verhiltnis v,/v, welches aus den einzelnen Hem- 
mungsversuchen sich berechnen liBt angegeben. 


0,05 m Glycylglycin 









































0,05 m Glyeylglycin 0,2 ,, Glykokoll 
| Zunahme des Zunahme des 
Min. | p; | Alkaliverbrauchs Min. | p,;, | Alkaliverbrauchs 
ecm 0,209-n. Baryt cem 0,209-n. Baryt 
12 | 7,8 - 15 | 7,8 sone 
30 | — 0,23 oe F.. 0,19 
eo 0,34 90 0,25 
60 - 0,40 
v,|V = 2,5 
0,1 m Glyeylglycin 
0,Lin Glyeylglycin 0,2 ,, Glykokoll 
Zunahme des Zunahme des 
Min. | py, | Alkaliverbrauchs Min. | p,, | Alkaliverbrauchs 
cem 0,209-n. Baryt ecm 0,209-n. Baryt 
12 | 748 15 | 7,8 — 
200 | — 0,16 40 0,14 
40 | — 0,29 120 0,39 
oD os 0,36 








*) H. v. Euler und K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 59, S. 226 (1926). 
*) H. v. Euler und K. Josephson, Diese Zs. Bd. 157, S. 122 (1926). 
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0,2 m Glycylglycin 0,2 m Glyeylglycin 
0,2 ,, Glykokoll 0,2 , Glykokoll 
Zunahme des Zunahme des 
Min. | py | Alkaliverbrauchs Min. | py | Alkaliverbrauchs 
eem 0,209-n. Baryt eem 0,209-n. Baryt 
12 | 7,8 “= 15 | 78 ‘ 
eT x. 0,25 oe; + 0,27 
ot. 0,40 ot 0,37 
90 0,54 
je = 1,1. 





Unter der Annahme, daB die Hemmung durch das Gly- 
kokoll auf einer Affinitit zum Enzym beruht, welche von iihn- 
licher Art, wie die zwischen Enzym und dem Glycylglycin mef- 
bare Affinitat ist also eine Affinitét im Sinne von Michaelis 
und von Kuhn, kénnen wir also versuchsweise die von Michaelis 
und Menten entwickelten Formel benutzen: 

P H-K,, 





m (8 + Kp) (le — 1) 

Aus den drei Versuchsreihen erhalten wir dann die fol- 
genden Werte fiir die Dissoziationskonstante der angenommenen 
Glykokoll—Peptidaseverbindung: 

1, K’ = 0,078. 
2. K,’ = 0,075. 
3. K’ = 0,074. 


Hierbei wurde A, = 0,07 fiir die Berechnung zugrunde gelegt. 

Im Mittel berechnen wir also K,, = 0,076 (K,, = 13). Unter 
Vorbehalt fiir die hypothetische Berechnungsweise finden wir 
also, daB die Affinitit der Peptidase zu Glykokoll in diesem 
Falle nur wenig verschieden von der Affinitit des Enzyms zu 
Glycylglycin ist. Es scheint dies unzweifelhaft dafiir zu sprechen, 
daB die Affinitiit des Enzyms zu den beiden Stoffen — (lycyl- 
glycin und dessen Spaltungsprodukt — hauptsachlich durch 
eine gemeinsame Gruppe und zwar durch die Aminogruppe, 
welche ja in beiden Stoffen unveraindert vorkommt, vermittelt 
wird. Fiir diesen Fall finden wir also keine Anhaltspunkte 
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fir die Mitwirkung anderer Gruppen als die Aminogruppe bei 
der fiir die Affinititsmessung zuginglichen Bindung des Di- 
peptides an das Enzym, was ja in guter Ubereinstimmung mit 
der neuen Modifikation der ,.Zwei-Affinitiits-Theorie“ fiir Saccha- 
rase steht, wobei die meBbare Affinitat der Saccharase zu 
Rohrzucker im wesentlichen auf die Affinitit zu dem in den 
Rohrzucker eingehenden glucosidifizierten y- Fructoserest zuriick- 
gefiibrt wurde. 

Dabei ist es natiirlich auch fiir die Peptidase nicht un- 
wahrscheinlich, daB die Spaltung (Enolisierung) mit der Bin- 
dung an einer zweiten Stelle eingeleitet wird.') 

Aus den oben angegebenen Gesichtspunkten ergeben sich 
weiter zu verfolgende Konsequenzen hinsichtlich der enzymatischen 
Synthesen der Peptide und Polyosen. 

Beachtet man, daB zwischen den betr. Kondensations- 
produkten und ihren Komponenten (etwa Rohrzucker einerseits 
und den beiden Hexosen andererseits) eine Umlagerung ein- 
getreten ist, so steht der Satz von E. F. Armstrong (auf 
dessen (riltigkeit wir hier im iibrigen nicht eingehen wollen), 
daB gewisse Biosen gerade von dem Enzym synthetisiert werden, 
welches sie nicht spaltet {Proc. Roy Soc. Bd. 76, 8. 592 (1905)], 
prinzipiell mit dem Massenwirkungsgesetz nicht in Widerspruch. 

Die in dieser Mitteilung entwickelten Vorstellungen bilden 
gewissermaBen eine Briicke zwischen den von R. Kuhn einer- 
seits und uns andererseits sowie neuerdings auch von E. Wald- 
schmidt-Leitz und seinen Mitarbeitern vertretenen An- 
schauungen und Arbeitshypothesen. 


— 





1) Hinsichtlich der Enolisierung der Peptide haben wir schon friiher 
die Arbeiten von Abderhalden und Mitarb. erwihnt. Wir verweisen 
auch noch auf die einschligigen Arbeiten von M. Bergmann und die 
ersten diesbeziiglichen Ergebnisse von H. Leuchs und Mitarb. [Chem, 
Ber. Bd. 40, S. 3235 (1907), Bd. 41, S. 2586 (1908); Leuchs u. Sander, 
Chem. Ber. Bd. 58, S. 1528 (1925)], auf die wir bald zuriickkommen. 








Notiz. 
Von 


Fritz Wrede. 


(Der Redaktion zugegangen am 2%, April 1927.) 


Mit Bezugnahme auf meine letzte Mitteilung in dieser Zeitschrift! 
erkliire ich, daB ich nicht beabsichtigt habe, gegen die Herren Dudley, 
Rosenheim und Starling den ungerechten Vorwurf zu erheben, sie 
hitten die Konstitution des Spermins aus meinen Ergebnissen abgeleitet. 
Ich bedaure, da8 meine Worte zu dieser Auffassung Veranlassung ge- 
geben haben. 

Im August vorigen Jahres habe ich auf dem Internationalen Phy- 
siologenkongreB in Stockholm Kenntnis erhalten von der Konstitutions- 
formel, die Dudley, Rosenheim und Starling fiir das Spermin auf- 
gestellt und durch die Synthese bewiesen hatten. Ich fand dann bei 
meiner Riickkehr, daB unabhiingig von diesen Kenntnissen 
meine Mitarbeiter wahrend dieser Zeit entscheidende Er- 
folge erzielt hatten. Diese habe ich dann ergiinzt und in dieser Zeit- 
schrift veréffentlicht. Ich habe dies fiir gerechtfertigt gehalten, da ich 
auf einem ganz eigenen Wege zu diesen Ergebnissen gekommen war. 


') Diese Zs. Bd. 163, 8.219, FuBnote (1927). 











Nachtrag zur Abhandlung ,Zur Kenntnis des «-Hamatins, 
des pflanzlichen Hisenporphyratins und ihrer Porphyrine.“’) 
Von 


Otto Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Eppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1927.) 


In obiger Abhandlung ist beschrieben, daB durch stundenlanges 
Kochen von e-Himatin mit schwach salzsiurehaltigem Methylalkohol 
und nachfolgendes Enteisenen mit Hydrazin—Kisessig weit iiberwiegend 
ein Porphyrin erhalten wird, das héchstwahrscheinlich ein Methylither 
des Hiimatoporphyrindimethylesters ist. Bei der Wiederholung der be- 
schriebenen Versuche haben wir das «-Hiimatin gewoéhnlich 3 Stunden 
lang mit 1°/, (auch 2°/,) HCl enthaltendem Methylalkohol am Riickfluf- 
kiihler gekocht?), dann mit Hydrazin-LKisessig enteisent, das Rohprodukt, 
das keinen gré8eren Bruchteil an Himaterinsiiureester enthiilt, in Ather 
gebracht, diesen siiurefrei gewaschen und mit 3°/,iger oder 2°/,iger Salz- 
siiure ausgeschiittelt, das Porphyrin daraus mit Natriumacetat in Ather 
gebracht, diesen siiurefrei gewaschen und darauf die Séurezahl bestimmt. 
In 1,5°/,ige Salzsfiure gehen etwa */,, in 3°/,ige etwa */;, in 4°/,ige etwa 
‘/9) 80 daB die Salzsiurezahl nach der Willstitterschen Formulierung 
zu 4,5, nach Kiisters Formulierung zu ungefihr 4'/, angenommen 
werden mu8. Das fragliche Porphyrin stimmt also nicht nur in seinen 
Léslichkeitsverhiltnissen und seinem spektrochemischen Verhalten, sondern 
auch in seiner Salzsiurezahl und der Art seiner Umwandlung beim Kochen 
mit 25°/,iger Salzsiure®) befriedigend mit W. Kiisters Tetrametby]- 
porphyrin iiberein. 





1) Diese Zs. Bd. 166, S. 1 (1927). 
*) Bei 2°/, HCl-Gehalt wird schon in beachtlicher Menge Eisen 
abgespalten. 
3) Diese Zs. Bd. 166, S. 5 (1927). 








































Fir die hdufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkiirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann. der Chem. 
Pfligers Arch. 


Arch, (Anat. u.) Physiol. 


Arch. fiir exper. Pathol. 


Chem. Ber. 
Biochem. Zbl. 


Biochem, Jl. 
Biochein. Zs. 


Bull. Soe. chim, France. 


Chem. Zbl. 
C. R. 


Jl. of Biol. Chem. 
J. of Physiol. 
Jl. fiir prakt. Chem. 


Landw. Versuchsstation. 


Mon.-H. fiir Chemie. 
Zs. physikal. Chem. 


Quarterly Jl. Experim. Physiol. 


Skand. Arch. Physiol. 
Zs. Biol. 


== (Liebigs) Annalen der Chemie, 

== Archiv fiir die gesamte Physiologie. 

== Archiv fiir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 

==Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 

hysik. 

== The Biochemical Journal. 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 7 

==Comptes rendus de 1l’Académie des 
‘Sciences. 

== The journal of biological chemistry. 

== The journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstationen 

== Monatsheft fiir Chemie. 

== Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 

== Quarterly Journal of experimental phy- 
siology. 

= Skaraitiawvinclies Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 
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“schutierig ist es,: zwischen der Szylla der seichten Popularisierung 
a ‘der Charybdis der trockenen exakt wissenschaftlichen Darstellung hin- 
durchzusegeln. Das ist in dem. vorliegenden ersten Band von ,,Natur und 
Mensch“ trefflich gelungen. Beides populdre Schriftsteller von bestem 
Ruf, haben sie hier ein’ Werk geschaffen, das auch dem kritischen Blick 
gut standhalt. Zahlreiche Bilder erldutern eindrucksvoll das Dargebotene, 
wie tiberhaupt die anschauliche Darstellung in Wort und: Bild sehr vor- 
teilhaft auffallt. So kann dieses Werk zu jenen Bitchern werden, zu denen 
der Gelehrte gern greift, um von hoher Warte einen Uberblick aber 
ihm ferner liegende Wissensgebiete zu erlangen, zu denen auch 
der Laie voll Erfurcht greift, um aus ihnen AufschluB tiber die groBen 

_ Ratsel und Wunder der Natur zu holen.” Literarische Wochenschrift. 


Ein ausfihrlicher illustrierter Prospekt steht durch jede Buch- 
handlung oder direkt vom a Sno tata 











